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Περίληψη 

 
  

Η οικογενής υπερχοληστερολαιµία είναι αυτοσωµική επικρατής νόσος που 

προσβάλει 1 στα 500 άτοµα. Η ασθένεια αυτή οφείλεται κυρίως σε µεταλλάξεις στο 

γονίδιο του υποδοχέα της λιποπρωτεΐνης χαµηλής πυκνότητας (Low Density 

Lipoprotein Receptor-LDLR). Χαρακτηρίζεται κυρίως από υψηλά επίπεδα ολικής 

χοληστερόλης ορού και LDL χοληστερόλη µεγαλύτερη από 200mg/dL. Η µεγάλη 

διακύµανση στα επίπεδα λιπιδίων και στην συχνότητα εµφάνισης στεφανιαίας νόσου 

αποδίδεται όχι µόνο στον τύπο της µετάλλαξης στον LDLR, αλλά και στην έκφραση 

άλλων ρυθµιστικών γονιδίων καθώς επίσης και σε περιβαλλοντικούς παράγοντες, 

όπως η διατροφή και η φυσική δραστηριότητα.  

Στόχοι της διατριβής ήταν (α) η ανίχνευση µεταλλάξεων στο γονίδιο του LDLR 

(αριθµός, είδος, συχνότητα) σε ασθενείς µε οικογενή υπερχοληστερολαιµία, (β) η 

κατανοµή των µεταλλάξεων στην Ελλάδα, (γ) η συσχέτισή τους µε την κλινική εικόνα 

της νόσου (δ) η ανάλυση γνωστών πολυµορφισµών σε άλλα γονίδια που 

εµπλέκονται στην εξέλιξη της στεφανιαίας νόσου και στο µεταβολισµό των λιπιδίων 

και η συσχέτισή τους µε τον φαινότυπο.  

Για την ανάλυση των µεταλλάξεων εφαρµόστηκε η µέθοδος ηλεκτροφόρησης 

σε κλίση αποδιατακτικών παραγόντων (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis-

DGGE) ανάγνωση της πρωτοδιάταξης του DNA. Ταυτοποιήσαµε 17 µεταλλάξεις στο 

γονίδιο του LDLR σε 67 ασθενείς και 11 συγγενείς του. Οι µεταλλάξεις εντοπίστηκαν 

στον υποκινητή και σε οκτώ εξόνια (2, 5, 6, 8, 9, 11, 12, και 14) του LDLR.  

Έντεκα από τις µεταλλάξεις είναι παρερµηνεύσιµες, δύο είναι 

ανερµηνεύσιµες,  τρεις βρίσκονται στα όρια µεταξύ εσονίου και εξονίου (splice site) 

και µία οφείλεται σε έλλειψη ενός νουκλεοτιδίου στον υποκινητή του LDLR (-45delT). 

Μεταξύ αυτών οι V408M, G528D, C6W και S265R, βρέθηκαν σε ποσοστό 73% 

στους ασθενείς που ήταν φορείς µεταλλάξεων. Η µετάλλαξη V408M παρατηρήθηκε 

µε µεγάλη συχνότητα στην κεντρική ∆υτική Ελλάδα ενώ η C6W είναι πιο συχνή στην 

κεντρική Ανατολική Ελλάδα. Οι µεταλλάξεις Α410Τ, Α519Τ, 1706-10 G>A και 2140+9 

C>T, βρέθηκαν για πρώτη φορά στην Ελλάδα και η -45delT αναφέρθηκε για πρώτη 

φορά στον κόσµο. Πειράµατα έκφρασης για τη µελέτη της πρωτοαναφερόµενης 

µετάλλαξης -del45T έδειξαν µείωση της έκφρασης του µεταλλαγµένου αλληλοµόρφου 

στο 5% µε αποτέλεσµα τη µείωση της ικανότητας πρόσδεσης του LDL-R στην LDL 

κατά 76%. 

Χωρίζοντας τους ασθενείς σε φορείς µετάλλαξης ελαττωµατικού υποδοχέα 
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και φορείς µετάλλαξης αρνητικού υποδοχέα, παρατηρήθηκε ότι οι φορείς µετάλλαξης 

αρνητικού υποδοχέα παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα ολικής και LDL 

χοληστερόλης, και έξι φορές µεγαλύτερη συχνότητα εµφάνισης ξανθωµάτων.  

Η ύπαρξη του αλληλοµόρφου Ε4 για τον γονότυπο της ΑpoE δεν συνδέεται 

µε τα επίπεδα λιπιδίων αλλά ούτε και µε τη συχνότητα εµφάνισης στεφανιαίας νόσου. 

Άλλοι πολυµορφισµοί που µελετήθηκαν είναι οι PON 2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, 

PAI-1 T11053G, FGB G-455A, NOS A-922G και ANP T2238C και G644A. Για τον 

πολυµορφισµό PON 2 Ser311Cys, οι φορείς του αλληλοµόρφου Cys παρουσίασαν 

υψηλότερα επίπεδα ολικής και LDL χοληστερόλης και Apo-B. Υψηλότερα επίπεδα 

Apo-B  παρουσίασαν επίσης οι οµοζυγώτες για το αλληλόµορφο Asn στη θέση 291 

της LPL, οι φορείς του αλληλοµόρφου T στη θέση 11053 του γονιδίου PAI, οι φορείς 

του G αλληλοµόρφου στη θέση -455 του γονιδίου FGB και οι φορείς  του 

αλληλοµόρφου A για τον πολυµορφισµό NOS A-922G. Από τους πολυµορφισµούς 

G644A και C2238T στο γονίδιο ANP το αλληλόµορφο Α στη θέση 644 συνδέεται µε 

χαµηλότερα επίπεδα Apo-A και HDL-C. 

Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι ο Ελληνικός πληθυσµός είναι αρκετά 

οµοιογενής σε σύγκριση µε άλλους, ως προς τις µεταλλάξεις στον LDLR. Ο τύπος 

της µετάλλαξης του LDLR επηρεάζει τον φαινότυπο της οικογενούς 

υπερχοληστερολαιµίας ενώ στην διαµόρφωση λιπιδαιµικού προφίλ των ασθενών 

φαίνεται να εµπλέκονται και άλλα γονίδια.  
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Summary 
 

Familial hypercholesterolemia is an autosomal dominant disease with a 

prevalence of 1:500. The disease is mainly caused by mutations in the low density 

lipoprotein receptor gene (LDLR). It is characterised mainly by high serum total 

cholesterol levels and LDL-C above 200mg/dL. The great variability in lipid levels and 

the prevalence of coronary artery disease may not be solely explained by the type of 

LDLR mutation. Other factors such as the environment and modifying genes have 

been found to affect the phenotype of the disease.  

The aims of the study were (a) to identify mutations in LDLR gene (number, 

type, frequency) in familial hypercholesterolemia patients, (b) to find out their 

distribution in Greece, (c) to correlate the mutations with the phenotype and (d) to 

analyse genes involved in the development of coronary artery disease and lipid 

metabolism for common polymorphisms and correlate them with the phenotype.  

Using DGGE and DNA sequencing analysis, we found 17 mutations were 

found on the LDLR gene in 67 probands and 11 relatives. Mutations were located in 

the promoter and 8 different exons (2, 5, 6, 8, 9, 11, 12 and 14) of the LDLR. Among 

them 11 were missense mutations, two were nonsense mutations, 3 were splice 

defects (2140+5G>A and 2140+9C>T, 1706-10 G>A) and 1 one was a nucleotide 

substitution (-45delT) on the promoter. The mutations V408M, G528D, C6W and 

S265R, account for 73% of heterozygous familial hypercholesterolemia probands. 

V408M mutation is more common in Central West, while C6W is more common in 

Central East. From the above mutations A410T, A519T, and the splice site defects 

2140+9 C>T are detected for the first time in the Greek population and -45delT is 

mentioned for the first time worldwide. Expression studies for the newly reported -

45delT mutation revealed that the patient bearing the mutated allele had reduced 

expression to 5% of normal which resulted in reduction of LDL-R binding properties 

by 76%. 

Dividing the patients into two groups, receptor defective and receptor 

negative carriers it was shown that receptor negative carriers have higher total and 

LDL cholesterol levels, and 6-fold higher incidence of xanthomas. 

Apart from the genetic analysis performed in LDLR and ApoB genes, analysis in 

genes known to be involved in biochemical pathways implicated in the progression 

and the development of cardiovascular disease. 

The presence of the E4 allele for the ApoE genotype is not associated with lipid 

levels or the incidence of coronary disease in familial hypercholesterolemia. Other 
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polymorphisms investigated are PON 2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, PAI-1 

T11053G, FGB G-455A, NOS A-922G and ANP T2238C and G644A. The PON2 

Cys311 allele was correlated with high total and LDL cholesterol and apolipoprotein 

B levels, while LPL Asn291, PAI-1 T11053, FGΒ G-455 and NOS A-922 allele were 

correlated with high apolipoprotein B levels. Only the A allele of the ANP G644A was 

associated with lower levels of Apo-A and HDL-C. 

These results suggest the Greek population is very homogenous regarding 

the LDLR mutations compared to others. The type of LDLR mutation affects the 

clinical phenotype of familial hypercholesterolemia and other genes seem to be 

involved in the determination of the lipid profile of patients.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 14



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 15



1.1 Η στεφανιαία νόσος- Μια πολυπαραγοντική νόσος 
 Τα νοσήµατα του καρδιαγγειακού συστήµατος που προκαλούνται από την 

αθηροσκλήρυνση είναι υπεύθυνα για το 50% των θανάτων στις αναπτυγµένες 

χώρες. Από τις παθήσεις του καρδιαγγειακού συστήµατος η στεφανιαία νόσος 

(coronary artery disease-CAD) αποτελεί µία από τις κύριες αιτίες θανάτου. Μεταξύ 

ενός και 24 ετών, λιγότερο από 1% των θανάτων οφείλονται στην CAD ενώ από την 

ηλικία των 55 έως 84 ετών οι θάνατοι λόγω CAD µπορεί να φτάσουν το 50% 

(Wilcken, 2003). 

 Tα τελευταία χρόνια έχουν γίνει πολλές µελέτες µε αντικείµενο την αιτιολογία 

της CAD αποδεικνύοντας ότι πολλοί παράγοντες κινδύνου σχετίζονται µε το 

σύγχρονο τρόπο ζωής. Τέτοιοι παράγοντες είναι η διατροφή, η παχυσαρκία, ο 

σακχαρώδης διαβήτης, η έλλειψη φυσικής άσκησης, το ψυχοκοινωνικό άγχος, η 

κατάθλιψη και το χαµηλό κοινωνικό-οικονοµικό επίπεδο των ανθρώπων. Με βάση τις 

µελέτες αυτές έχουν αναπτυχθεί στοχαστικά µοντέλα που εκτιµούν τον απόλυτο ή το 

σχετικό κίνδυνο εκδήλωσης στεφανιαίων συνδρόµων (Πίτσαβος και συν., 2004). Στην 

Eικόνα 1.1 παρουσιάζεται η αιτιολογική σύνδεση των διαφόρων παραγόντων 

κινδύνου για την εκδήλωση οξέος εµφράγµατος του µυοκαρδίου.  

 H ραγδαία εξέλιξη στην αποκωδικοποίηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος είχε 

ως αποτέλεσµα την επιτάχυνση της έρευνας για το ρόλο πολυµορφισµών και 

µεταλλάξεων στην παθογένεση πολύπλοκων πολυπαραγοντικών ασθενειών. Η 

ξεχωριστή ιδιότητα των πολυπαραγοντικών ασθενειών είναι η απουσία ενός αίτιου 

όπως µια µόλυνση, ή µια µετάλλαξη σε ένα συγκεκριµένο γονίδιο. Πολύπλοκες 

αντιδράσεις µεταξύ ενδογενών και εξωγενών παραγόντων ορίζουν την πιθανότητα 

ανάπτυξης µιας πολυπαραγοντικής ασθένειας.  

 Πολλές επιδηµιολογικές µελέτες έχουν διερευνήσει την αιτιολογία της CAD 

αναδεικνύοντας παράγοντες κινδύvου όπως τα υψηλά επίπεδα LDL και τα χαµηλά 

επίπεδα της λιποπρωτεΐνης υψηλής πυκνότητας (High Density Lipoprotein- HDL). 

Επιπλέον, σε πολλές σηµαντικές κλινικές µελέτες φαίνεται η σηµασία της µείωσης 

της LDL χοληστερόλης (LDL-C) και ο προστατευτικός ρόλος της HDL χοληστερόλης 

(HDL-C) για την πρόληψη της CAD και της θνησιµότητας που προκαλεί. 

 Αν και έχει συγκεντρωθεί ένας µεγάλος όγκος επιστηµονικών στοιχείων, οι 

παρεµβάσεις για την πρόληψη της CAD δεν έχουν συµβάλλει όσο θα αναµέναµε 

στην αποτελεσµατική µείωση των καρδιαγγειακών επεισοδίων (Loκtionov, 2003, 

Πίτσαβος και συν., 2004). Αυτό συµβαίνει γιατί η CAD οφείλεται τόσο σε 

περιβαλλοντικούς όσο και σε γενετικούς παράγοντες και αποτελεί µια 

πολυπαραγοντική νόσο.   
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Ευπάθεια 
Μυοκαρδίου

Ανεπάρκεια 
Παράπλευρης 
Κυκλοφορίας 

Φυσική επιλογή  της 
προσαρµογής του 
µεταβολισµού στην 
έλλειψη τροφής 

Κοινωνικές 
πιέσεις 

Βιοµηχανική 
Κοινωνία 

Κληρονοµικοί
Παράγοντες 

∆ιαιτητικές υπερβολές
Σε κορεσµένα λίπη, 
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∆ιαβήτης, 
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Τάση για 
Θροµβώσεις 

Απόφραξη 
Στεφανιαίων 

Έµφραγµα 
Μυοκαρδίου 

Εικόνα 1.1. Iστός αιτιολογικών παραγόντων της στεφανιαίας νόσου (Πηγή Αlhbom et al., 

1992). 

 

 

1.2 Η µοριακή γενετική στην CAD 
 Η µοριακή καρδιολογία αποτελεί ένα νέο τρόπο προσέγγισης της ανάπτυξης 

της CAD, της εξέλιξης και της παθοφυσιολογίας της. Υπολογίζεται ότι πάνω από 400 

γονίδια εµπλέκονται στην ρύθµιση της ενδοθηλιακής λειτουργίας, στην πήξη, στη 

φλεγµονή και στον µεταβολισµό λιπιδίων και υδατανθράκων. Από τα παραπάνω ο 

µεταβολισµός των λιποπρωτεϊνών είναι αυτός που έχει µελετηθεί περισσότερο 

(Dovendans et al., 2001). Έχουν βρεθεί πολλά γονίδια που εµπλέκονται στο 

µεταβολισµό των λιποπρωτεϊνών και πολλά από αυτά έχουν συσχετιστεί µε την 

αθηροσκλήρυνση και την CAD. 

 Η προσέγγιση µέσω της µοριακής γενετικής βασίζεται στην συσχέτιση του 

DNA, του RNA και των πρωτεϊνών µε µία συγκεκριµένη λειτουργία. Αρκετές τεχνικές 

της µοριακής βιολογίας χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση γενετικών διαφορών 

µεταξύ διαφορετικών ατόµων. Οι όροι “πολυµορφισµός” και “µετάλλαξη” δηλώνουν 

τη γενετική ποικιλοµορφία. Εάν η συχνότητα της ποικιλότητας είναι πάνω από 1% 

στο γενικό πληθυσµό τότε ορίζεται ως πολυµορφισµός. Όταν η συχνότητα είναι 

µικρότερη και έχει δειχθεί ότι η συγκεκριµένη αλλαγή στο DNA είναι το αίτιο της 
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νόσου τότε ορίζεται ως µετάλλαξη.  

 Υπολογίζεται ότι σε κάθε 1000 ζεύγη βάσεων (base pairs-bp) στο DNA 

εµφανίζονται πολυµορφισµοί ενός νουκλεοτιδίου (single nucleotide polymorphism-

SNP). Oι περισσότεροι πολυµορφισµοί βρίσκονται σε µη κωδικές θέσεις (non-coding 

regions) oι οποίες αποτελούν το 90% του συνολικού DNA. Έτσι η µειονότητα των 

πολυµορφισµών βρίσκεται µέσα στην αλληλουχία κωδικών θέσεων (Strachan et al., 

2000). Για τις πολυπαραγοντικές ασθένειες όπως είναι η CAD η εφαρµογή ενός 

γενετικού τεστ αφενός δεν είναι εύκολη λύση και αφετέρου δεν δίνει µια σαφή 

απάντηση για τον κίνδυνο εµφάνισης της ασθένειας. Αντίθετα, η εφαρµογή ενός 

γενετικού τεστ σε µονογενείς ασθένειες όπως είναι η οικογενής 

υπερχοληστερολαιµία, δίνει τη δυνατότητα ανίχνευσης µεταλλάξεων σε συγκεκριµένα 

γονίδια που συνδέονται µε τη νόσο, συµβάλλοντας στη διάγνωση της ασθένειας .   

 

 

1.3 Κανονισµοί για την εφαρµογή γενετικής ανάλυσης 

 Το 1975 ορίστηκε ως γενετική εξέταση (screening) η εύρεση ατόµων στον 

πληθυσµό που έφεραν συγκεκριµένους γονότυπους που (1) ήδη έχουν προκαλέσει ή 

προδιαθέτουν για µια ασθένεια, (2) µπορεί να προκαλέσουν ασθένεια στους 

απογόνους των ατόµων ή (3) µπορούν να προκαλέσουν άλλα προβλήµατα που δεν 

σχετίζονται άµεσα µε την ασθένεια (Committee for the study of Inborn Errors of 

Metabolism, 1975). Σήµερα µε τον όρο γενετική εξέταση εννοούµε την εφαρµογή 

οποιουδήποτε τεστ µε σκοπό την έγκαιρη διάγνωση ή τον αποκλεισµό κληρονοµικών 

ασθενειών ή τον ορισµό της προδιάθεσης ενός ατόµου και την πιθανότητα 

µετάδοσής της στους απογόνους του. Η γενετική εξέταση διαφέρει από την γενετική 

διάγνωση καθώς η διάγνωση πραγµατοποιείται σε ασθενείς που ήδη νοσούν και για 

κάποιους λόγους επιθυµούν την επιβεβαίωση και τις συµβουλές ειδικών. Και στις δύο 

περιπτώσεις δεν σηµαίνει ότι έχοντας το αποτέλεσµα µπορεί να πρoληφθεί η 

εµφάνιση της ασθένειας ή να εφαρµοστεί θεραπεία.  

 Για κάθε πρόγραµµα γενετικής εξέτασης πρέπει να τηρούνται κανονισµοί που 

να αφορούν τον σκοπό της εφαρµογής, τους ηθικούς περιορισµούς, την αποθήκευση 

και διαχείριση των δεδοµένων και των βιολογικών υλικών, την ανάγκη συνεχιζόµενης 

παρακολούθησης, και τις παρενέργειες. Οι κύριοι στόχοι ενός τέτοιου προγράµµατος 

είναι η µείωση της εµφάνισης της ασθένειας και η συµβουλευτική σε ζευγάρια  για τον 

κίνδυνο και τις επιλογές στην εγκυµοσύνη. 

 To 1968 o Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας (World Health Organisation-WHO) 

έθεσε 10 κανονισµούς που πρέπει να τηρούνται για την εφαρµογή οποιασδήποτε 

εξέτασης (Παράρτηµα 1). Οι κανονισµοί αυτοί δόθηκαν το 1968, που δεν είχε 
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ξεκινήσει η εφαρµογή προγεννητικού ελέγχου και δεν υπήρχε η δυνατότητα εύρεσης 

απλών φορέων, γι΄ αυτό αφορούν συγκεκριµένες εξετάσεις (Wilson and Jungner, 

1968). Το 1998 ο WHO επαναπροσδιόρισε τον κύριο στόχο της γενετικής εξέτασης 

που είναι η πρόληψη της ασθένειας ή η εξασφάλιση της έγκαιρης διάγνωσης και 

θεραπείας. Οι νέοι κανονισµοί είναι οι παρακάτω: 

 

• Η συµµετοχή σε γενετική εξέταση είναι εθελοντική και όχι υποχρεωτική. 

• Η γενετική εξέταση πρέπει να ακολουθείται από επαρκή πληροφόρηση για το αίτιο 

και τα αποτελέσµατα της καθώς και τις διαθέσιµες επιλογές µετά την ολοκλήρωσή 

της. 

• Ανώνυµη γενετική εξέταση για επιδηµιολογικούς λόγους µπορεί να εφαρµοστεί σε 

πληθυσµό µετά από την ενηµέρωση  του. 

• Τα αποτελέσµατα δεν επιτρέπεται να είναι διαθέσιµα σε εργοδότες, ασφαλιστικές 

εταιρίες, ή τρίτα πρόσωπα χωρίς ενυπόγραφη συγκατάθεση του εξεταζόµενου. 

• Σε σπάνιες περιπτώσεις, όπου η αποκάλυψη του αποτελέσµατος είναι για το 

συµφέρον του εξεταζόµενου ή της δηµόσια υγείας, ο σύµβουλος µπορεί να προβεί 

σε αποφάσεις µετά από συζήτηση µε τον εξεταζόµενο. 

• Η εξέταση πρέπει να ακολουθείται από συµβουλευτική. 

• Εάν υπάρχει διαθέσιµη θεραπεία, πρέπει να χορηγείται µε την ελάχιστη 

καθυστέρηση. 

• Η εξέταση νεογνών πρέπει να είναι υποχρεωτική και δωρεάν, εφόσον η έγκαιρη 

διάγνωση και θεραπεία θα ωφελήσει το νεογνό. 

 

 Το Ευρωπαϊκό Συµβούλιο έθεσε κάποιους κανονισµούς µεταξύ 1990-1995, 

σύµφωνα µε τους οποίους “επειδή υπάρχουν διαφορετικές ανάγκες στην υγεία, τις 

ιατρικές παροχές, τις ηθικές αξίες, αλλά και τη νοµοθεσία από χώρα σε χώρα” η  

απόφαση εφαρµογής γενετικής εξέτασης πρέπει να γίνεται σε συνεργασία µε την 

ιατρική κοινότητα κάθε χώρας. Το 1997 το Συνέδριο για την Προστασία των 

Ανθρωπίνων ∆ικαιωµάτων και της Αξιοπρέπειας της Ανθρώπινης Οντότητας σε 

σχέση µε την Εφαρµογή της Βιολογίας και της Ιατρικής (Convention for the Protection 

of Human Rights and Dignity of the Human Being with Regard to the Application of 

Biology and Medicine) επικύρωσε αυτούς τους όρους. Η Επιτροπή Υπουργών του 

Ευρωπαϊκού Συµβουλίου (Committee of Ministers of European Council) θεωρεί ότι το 

κοινό αναγνωρίζει το όφελος της γενετικής εξέτασης σε άτοµα και οικογένειες, συχνά 

όµως  η εφαρµογή της ακολουθείται από άγχος. Για το λόγο αυτό το κοινό πρέπει να 

ενηµερώνεται πλήρως πριν την εφαρµογή του προγράµµατος. 
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1.4 Οικογενής υπερχοληστερολαιµία (Familial Hypercholesterolemia-FH) 
 Η FH είναι η πιο συχνή µορφή γενετικής διαταραχής γνωστής ως 

επικρατούσα υπερχοληστερολαιµία τύπου IIα και σε αυτήν αποδίδεται το 15% των 

καρδιακών προσβολών. Η FH περιγράφηκε πρώτη φορά από τον Carl Mόller στη 

Νορβηγία ως ενδογενές νόσηµα του µεταβολισµού. Χαρακτηριστικά της νόσου ήταν 

τα πολύ υψηλά επίπεδα χοληστερόλης στο πλάσµα και η εµφάνιση CAD σε µικρή 

ηλικία. Ο Mόller κατέληξε ότι η FH κληρονοµείται µε αυτοσωµικό επικρατή τρόπο. 

Κατά τις δεκαετίες του 1960 και 1970 ο Khachadurian από το Beirut School of 

Medicine στο Λίβανο, και οι Fredrickson και Levy από το National Heart and Lung 

Institute, έδειξαν ότι η FΗ εµφανίζει δύο κλινικές µορφές: την ελαφριά ή ετερόζυγη και 

την πιο σοβαρή ή οµόζυγη (Khachadurian, 1964). Η ασθένεια αυτή οφείλεται κυρίως 

σε µεταλλάξεις στο γονίδιο του LDLR (Goldstein and Brown, 1982).  

 Στους Καυκάσιους, οι ετεροζυγώτες εµφανίζονται µε συχνότητα 1:500 (0.2%) 

(Goldstein et al., 1973b). Η συχνότητα αυτή προκύπτει από τη µελέτη ασθενών µε 

FH στην Αµερική, οι οποίοι επιβίωσαν µετά από έµφραγµα του µυοκαρδίου. Η ίδια 

συχνότητα αναφέρεται και από µια µελέτη στην Μεγάλη Βρετανία η οποία επίσης 

πραγµατοποιήθηκε σε άτοµα που επιβίωσαν µετά από έµφραγµα του µυοκαρδίου 

(Patterson et al., 1972). Επιπλέον, από µια µελέτη όπου βρέθηκε η συχνότητα των 

οµοζυγωτών, µε την εξίσωση Hardy-Weinberg υπολογίστηκε η συχνότητα των 

ετεροζυγωτών (Slack, 1979). Παρόµοια συχνότητα για την FH έχει βρεθεί και σε 4 

άλλες χώρες: 0.11% στην Ιαπωνία (Μabuchi et al., 1977), 0.22% στη Νορβηγία 

(Ηeiberg et al., 1976), 0.11% στην ∆ανία (Αndersen et al., 1979) και 0.19%  στην 

Ουγγαρία (Κalina et al., 2001). Mε εξαίρεση τη µελέτη που αφορά τη ∆ανία, στις 

υπόλοιπες υπολογίστηκε η συχνότητα εµφάνισης της νόσου στον πληθυσµό και όχι η 

συχνότητα των προσβεβληµένων γεννήσεων. Σύµφωνα µε αυτά τα στοιχεία στην 

Ελλάδα υπολογίζεται ότι υπάρχουν 20,000 ασθενείς µε FH. Σε πολλούς πληθυσµούς 

η συχνότητα είναι υψηλότερη από 1/500 λόγω του “αποτελέσµατος της αρχής του 

ιδρυτή” (founder effect). Kάτι τέτοιο συµβαίνει όταν ένα µικρό υποσύνολο του 

πληθυσµού αποµονώνεται φυσικά ή και κοινωνικά από τον υπόλοιπο πληθυσµό 

δηµιουργώντας µια γενετικά αποµονωµένη κοινωνία. Τα ιδρυτικά µέλη µιας τέτοιας 

κοινωνίας µπορεί να είναι φορείς µεταλλάξεων οπότε η συχνότητα των αντίστοιχων 

αλληλοµόρφων είναι υψηλότερη απ΄ ότι στο γενικό πληθυσµό. Φαινόµενα σαν κι 

αυτό παρατηρούνται στους Γάλλο-Καναδούς (Moorjani et al.,1989), στους Νότιο-

Αφρικανούς (Seftel et al., 1980), στους Τυνήσιους (Slimane et al., 1993), στους 

Ισλανδούς (Gudnason et al., 1997) και στους Φιλανδούς (Vuorio et al., 2001) και η 

συχνότητα ποικίλλει από 1/411 (0,24%) στους Φιλανδούς (Vuorio et al., 1997) έως 

1/67 (1.5%) στους Εβραίους της Νοτίου Αφρικής (Seftel et al., 1989). 
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 Οι ετεροζυγώτες µε FΗ, από την παιδική ακόµα ηλικία, παρουσιάζουν 

αυξηµένα επίπεδα LDL-C, κατά 2-3 φορές πάνω από το φυσιολογικό. Τα άτοµα αυτά 

εµφανίζουν καρδιαγγειακά προβλήµατα κατά την τρίτη δεκαετία της ζωής, ενώ 

εκτιµάται ότι κατά την ηλικία των 50 ετών το 50% των ανδρών και το 15% των 

γυναικών θα καταλήξουν από έµφραγµα του µυοκαρδίου. Οι οµοζυγώτες 

εµφανίζονται µε συχνότητα 1:1,000,000 και κληρονοµούν δύο µεταλλαγµένα γονίδια 

για τον LDLR, µε αποτέλεσµα να συνθέτουν πολύ µικρό αριθµό υποδοχέων, ή 

πολλές φορές καθόλου. Τα επίπεδα LDL-C στο πλάσµα είναι αυξηµένα κατά 6-10 

φορές πάνω από το φυσιολογικό και η εµφάνιση καρδιαγγειακών επεισοδίων είναι 

πολύ συχνή πριν την ηλικία των 20 χρόνων, ενώ είναι πιθανή και η εµφάνιση τους 

κατά την ενδοµήτρια ζωή (θνησιγενής γέννηση).  

 Η αυτοσωµική επικρατής υπερχοληστερολαιµία εκτός από τις µεταλλάξεις στο 

γονίδιο του LDLR µπορεί να οφείλεται και σε µεταλλάξεις στο γονίδιο της ΑροΒ 

(Tybjaerk-Hansen and Humphries, 1992). Η ασθένεια που προκαλείται από 

µετάλλαξεις στο γονίδιο αυτό είναι γνωστή ως ελαττωµατική απολιποπρωτεΐναιµία Β-

100 (Familial Defective Apolipoprotein B-100-FDB). Η Αρο-Β-100 αποτελεί το 

συνδετικό κρίκο της LDL µε τον υποδοχέα της και παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

ενδοκύττωση και στη λυσσοσωµική αποικοδόµηση της. Συνεπώς, µεταλλαγές στον 

υποδοχέα, όπως παρατηρείται στην FH, ή µεταλλαγές στο συνδετικό κρίκο, όπως 

παρατηρείται στην FDB, οδηγούν σε αυξηµένα επίπεδα LDL-C. Παρ’ όλα αυτά ο 

φαινότυπος της FDB είναι πιο ήπιος σε σχέση µε της FH (Pimstone et al., 1997, 

Hansen et al., 1997). H FDB αναγνωρίστηκε το 1986 σε άτοµα που εµφάνισαν µέτρια 

υπερχοληστερολαιµία (Vega et al., 1986). 

Το γονίδιο της ΑροΒ βρίσκεται στο χρωµόσωµα 2 στη θέση 2ρ23-24, έχει µήκος 

43Kb και αποτελείται από 29 εξόνια, που χωρίζονται από 28 εσόνια. Η πρώτη 

µετάλλαξη που βρέθηκε στο γονίδιο ΑροΒ ήταν η R3500Q (Soria et al., 1989). Στη 

συνέχεια βρέθηκε στο ίδιο κωδικόνιο η µετάλλαξη R3500W (Gaffney et al., 1995). 

Τέλος, αναφέρθηκε και µία τρίτη µετάλλαξη, η R3531C (Pullinger et al., 1995) η 

οποία σε πιο πρόσφατες µελέτες φάνηκε να µην σχετίζεται µε υπερχοληστερολαιµία 

και καρδιαγγειακά προβλήµατα (Ludwig et al., 1997). 

 Όσον αφορά τη συχνότητα µε την οποία εµφανίζονται η FDB και η FH, 

φαίνεται ότι η FH είναι πιο συχνή. Τέσσερις µελέτες, βασισµένες σε πληθυσµιακή 

γενετική ανάλυση, έχουν υπολογίσει την συχνότητα των µεταλλάξεων στο γονίδιο 

ApoB. Με ανάλυση 5,160 ατόµων στην Καλιφόρνια (Βersot et al., 1993), 9,255 

ατόµων στην Κοπενχάγη (Τybjaerk-Hansen et al., 1998) και 5,000 νεογέννητων στη 

∆ανία (Ηansen et al., 1994) βρέθηκε συχνότητα για την R3500Q 1/1,250. Σε 

αντίθεση, ανάλυση 778 ατόµων στη Σουηδία έδειξε συχνότητα για την R3500Q 1/209 
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(Μiserez et al., 1994). Η διαφορά µπορεί να οφείλεται στην διαφορετική µεθοδολογία 

που χρησιµοποιήθηκε σε κάθε µελέτη, γενικά όµως η συχνότητα της FDB 

υπολογίζεται  σε 1/500-1/700 (Μiserez et al., 1994).  

 Σε µία πρόσφατη έρευνα (Saint-Jore et al., 2000) που έγινε σε πληθυσµό 

υπερχοληστερολαιµικών βρέθηκε ότι το 50% των ατόµων είχαν µετάλλαξη στο LDLR 

και το 15% στο ΑpoΒ, ενώ το υπόλοιπο 35% δεν είχε µετάλλαξη σε κανένα από τα 

παραπάνω γονίδια, γεγονός που σηµαίνει, ότι υπάρχουν και άλλοι παράγοντες-

γονίδια που σχετίζονται µε την υπερχοληστερολαιµία. 

 Το 1999, οι Varret  et al. εντόπισαν µια περιοχή στο χρωµόσωµα 1 (1p34.1-

1p32) η οποία συνδέθηκε µε την κληρονοµική υπερχοληστερολαιµία (Varret et al., 

1999). Η ίδια οµάδα το 2003 περιόρισε την περιοχή αυτή στη θέση 1p32 (Αbifadel et 

al., 2003).  Στην περιοχή αυτή βρίσκεται το  γονίδιο PCSK9 (proprotein convertase 

substilin/ kexin type 9) του οποίου ο ρόλος δεν είναι ακριβώς γνωστός. Κωδικοποιεί 

την πρωτεΐνη NARC-1 (neural apoptosis regulated convertase) η οποία εκφράζεται 

στο ήπαρ και παίρνει µέρος στην οµοιόσταση της χοληστερόλης (Αbifadel et al., 

2003). Σε περιπτώσεις ασθενών µε FH που δεν βρέθηκαν µεταλλάξεις στα γονίδια 

LDLR ή ΑpoΒ, βρέθηκαν δυο µεταλλάξεις στο γονίδιο PCSK9 οι οποίες ήταν 

υπεύθυνες για τη νόσο. Ο όρος αυτοσωµική επικρατής υπερχοληστερολαιµία 

(Autosomal Dominant Hypercholesterolemia) δηµιουργήθηκε από τους ερευνητές για 

να ξεχωρίσει από την FH και την FDB.  

 Σε επόµενες µελέτες στις οποίες ελέγχθηκε η επίδραση των µεταλλάξεων του 

γονιδίου PCSK9 στον µεταβολισµό της χοληστερόλης οδήγησαν σε αντικρουόµενα 

αποτελέσµατα. Κάποιοι ερευνητές (Τimms et al., 2004, Leren et al., 2004a) ανέφεραν 

ότι οι µεταλλάξεις στο PCSK9 ήταν η αιτία της νόσου ενώ οι Damgaard et al., δεν 

βρήκαν καµία συσχέτιση (Damgaard et al., 2004).  

 Τα αντικρουόµενα αποτελέσµατα µπορεί να οφείλονται στο εύρος της 

περιοχής του χρωµοσώµατος 1 που αναλύθηκε. Στην πρώτη αναφορά από την 

οµάδα της Γαλλίας αναλύθηκε µια ευρύτερη περιοχή στο χρωµόσωµα 1 ή οποία 

εµπεριείχε το PCSK9 µαζί µε άλλα 42 γονίδια (Varret et al., 1999). Στις µελέτες που 

ακολούθησαν  (Αbifadel et al., 2003, Τimms et al., 2004, Leren et al., 2004a, 

Damgaard et al., 2004) αναλύθηκε µόνο η περιοχή που βρίσκεται το γονίδιο PCSK9. 

Η αναφορά των Abifadel et al., δεν αποκλείει ότι οι µεταλλάξεις στο PCSK9 

προκαλούν ADH αλλά πιθανόν να είναι συνδεδεµένες (in linkage disequilibrium) µε 

άλλα γονίδια της περιοχής 1p34.1-1p32 που συνδέονται µε τη νόσο. 
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1.5 Το σύστηµα µεταφοράς λιπιδίων και ο µεταβολισµός της 
χοληστερόλης 
1.5.1 Λιπίδια του πλάσµατος 

 Ο σκοπός τους συστήµατος µεταφοράς λιπιδίων είναι η µεταφορά 

υδρόφοβων µορίων από τα σηµεία σύνθεσης στα σηµεία όπου είναι χρήσιµα (Ηavel  

1995). Σε ένα σώµα µέσου βάρους τα λιπίδια αποτελούν το 40% των οργανικών 

ουσιών. Οι βασικοί τύποι λιπιδίων στο πλάσµα είναι 4: τα λιπαρά οξέα, τα 

τριγλυκερίδια, τα φωσφολιπίδια και τα στεροειδή (Genest, 2003).  

 Τα λιπαρά οξέα διαφέρουν σε µήκος (άτοµα άνθρακα) και στην παρουσία 

ενός (µονοακόρεστα) ή περισσότερων διπλών δεσµών (πολυακόρεστα) µεταξύ των 

ατόµων του άνθρακα. 

 Τα τριγλυκερίδια αποτελούν την πλειονότητα των λιπιδίων του σώµατος και 

σχηµατίζονται από την ένωση ενός µορίου γλυκερόλης και τριών µόρια λιπαρών 

οξέων. Τα τριγλυκερίδια είναι µη πολικά υδροφοβικά µόρια (Genest, 2003). 

 Tα φωσφολιπίδια είναι στη δοµή τους παρόµοια µε τα τριγλυκερίδια µε  

διαφορά στη σύνδεση της γλυκερόλης, µε δύο λιπαρά οξέα και µία φωσφορική 

οµάδα. Αποτελούν κύριο συστατικό των κυτταρικών µεµβρανών κι εµπλέκονται στη 

µεταγωγή σηµάτων.   

 Τα στεροειδή αποτελούνται από συνδεδεµένους δακτυλίους ατόµων άνθρακα 

στους οποίους πολλές φορές συνδέονται πολικές οµάδες. Στην κατηγορία των 

στεροειδών ανήκουν η χοληστερόλη, η κορτιζόλη των επινεφριδίων καθώς και 

ορµόνες όπως η τεστοστερόνη και τα οιστρογόνα. 

 Η χοληστερόλη αποτελείται από 27 άτοµα άνθρακα και είναι απαραίτητο 

συστατικό των κυτταρικών µεµβρανών, τη σύνθεση των στεροϊδών ορµονών και των 

χολικών οξέων (Τabas, 2002). Η συγκέντρωση της χοληστερόλης στις κυτταρικές 

µεµβράνες είναι πολύ σηµαντική για την κυτταρική λειτουργία και γι΄ αυτό η είναι 

απαραίτητη η ρύθµισή της.  Οι ανάγκες του κυττάρου σε χοληστερόλη καλύπτονται 

είτε από τη de nono σύνθεση της στα κύτταρα είτε από την λήψη µέσω της 

διατροφής. Η χοληστερόλη που δεν χρησιµοποιείται από τα κύτταρα εστεροποιείται 

και αποθηκεύεται σε µορφή εστέρων χοληστερόλης, ενώ η αποµάκρυνσή της από 

αυτά γίνεται µέσω της αντίστροφης µεταφοράς (reverse cholesterol transport) (Groen 

et al., 2004). 

  

1.5.2 Λιποπρωτεΐνες και απολιποπρωτεΐνες 

 Καθώς τα λιπίδια είναι υδροφοβικά µόρια πακετάρονται σε µόρια 

λιποπρωτεϊνών. Οι λιποπρωτεΐνες είναι µακροµόρια που ποικίλουν σε µέγεθος και 
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σύσταση υδατικών υλικών (πλάσµα), λιπιδίων και απολιποπρωτεϊνών. Tα είδη των 

λιποπρωτεϊνών είναι πέντε: χυλοµικρά, πολύ χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη 

(very low density lipoprotein-VLDL), ενδιάµεσης πυκνότητας λιποπρωτεΐνη 

(intermediate density lipoprotein-IDL), LDL και HDL. Οι λιποπρωτεϊνες χωρίζονται σε 

κατηγορίες µε βάση το περιεχόµενο τους σε πρωτεΐνες και λιπίδια, και τα οποία 

ορίζουν το µέγεθος και την πυκνότητά τους, όπως φαίνεται στον Πίνακα 1.1. 

 Οι απολιποπρωτεΐνες συµµετέχουν σε 4 σηµαντικές λειτουργίες: στο 

πακετάρισµα και έκκριση των λιποπρωτεϊνών (Apo-B-100 και Β-48), στη δοµή των 

λιποπρωτεϊνών (Apo-B, E, A-I, A-II), λειτουργούν ως συνεργοί ενζύµων (Apo-A-I, C-

II, C-III) και προσδένονται σε υποδοχείς και πρωτεΐνες κυτταρικής πρόσληψης 

(Πίνακας 1.1) (Genest, 2003). 

 

 
Πίνακας 1.1. Σύσταση των λιποπρωτεϊνών του πλάσµατος 

Λιποπρωτεϊνη Σύνθεση 
 

Μέγεθος 
nm 

 
% 

Πρωτεΐνη 

Συγκέντρωση 
χοληστερόλης 

mmol/L 

Συγκέντρωση 
TG 

mmol/L 

Κύρια 
Απολιποπρωτεΐνη 

Χυλοµικρά Έντερο 100-1000 1-2 0,0 0 B-48 

VLDL Ήπαρ 40-50 10 0.1-0.4 0.2-1.2 B-100 

ILDL VLDL 25-30 18 0.1-0.3 0.1-0.3 B-100, E 

LDL ILDL 20-25 25 1.5-3.5 0.2-0.4 B-100 

HDL ∆ιάφορα 6-10 40-55 0.9-1.6 0.1-0.2 A-I 

 

 

1.5.3 Ρύθµιση της HMG-CoA αναγωγάσης από την LDL σε ινοβλάστες 

 Το ένζυµο που ρυθµίζει τη σύνθεση της χοληστερόλης είναι η 3-υδροξυ-3-

µεθυλο-γλουταρυλο-CoΑ αναγωγάση (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 

reductase- HMG-CoA reductase). H δράση του ενζύµου σε ήπαρ ποντικιών 

µειώνεται όταν στα ποντίκια χορηγηθεί χοληστερόλη και αυτή η µείωση οδηγεί στην 

ελάττωση της σύνθεσης της LDL (Bucher et al., 1960, Siperstein, 1970). Σε 

ινοβλάστες που καλλιεργήθηκαν παρουσία ορού η δράση της HMG-CoA 

αναγωγάσης ήταν πολύ χαµηλή. Όταν αφαιρέθηκαν οι λιποπρωτεΐνες η δράση της 

HMG-CoA αναγωγάσης αυξήθηκε κατά 50 φορές µέσα σε 24 ώρες. Από τις 

λιποπρωτεΐνες που φέρουν χοληστερόλη (LDL-C, HDL-C) µόνο η LDL επηρεάζει τη 

δράση της HMG-CoA αναγωγάσης (Goldstein et al., 1973a, Brown et al.,  1973). 

 Μελέτες σε κύτταρα οµοζυγωτών µε FH έδειξαν ότι στις καλλιέργειες µε 

ύπαρξη λιποπρωτεϊνών η δράση της HMG-CoA αναγωγάσης ήταν 50-100 φορές 

πάνω από το φυσιολογικό. Αυτή η δράση δεν µεταβαλλόταν όταν οι λιποπρωτεΐνες 

αποµακρύνονταν από το καλλιεργητικό υλικό ούτε όταν προσέθεταν LDL. Έτσι οι 
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ερευνητές υπέθεσαν ότι οι οµοζυγώτες µε FH έφεραν κάποια µετάλλαξη στο γονίδιο 

που κωδικοποιεί τη HMG-CoA αναγωγάση. Η υπόθεση αυτή απορρίφθηκε αµέσως 

όταν µε µια σειρά πειραµάτων φάνηκε ότι το πρόβληµα βρίσκεται στην αποµάκρυνση 

της χοληστερόλης από την LDL και όχι στην ικανότητα της χοληστερόλης να δράσει 

στα κύτταρα αφού ήδη αποµακρυνθεί από την LDL (Goldstein  et al., 1973a, Brown 

et al., 1974). 

  

1.5.4 Το σύστηµα µεταφοράς της χοληστερόλης 

 Η ύπαρξη του LDL-R επιβεβαιώθηκε από την οµάδα του Goldstein µε την 

επώαση ινοβλαστών µε ραδιοσηµασµένη 125Ι-LDL από οµόζυγους ασθενείς µε FH 

(Goldstein et al., 1974a). Η σύγκριση µε φυσιολογικά κύτταρα αποκάλυψε ότι στην 

επιφάνεια των φυσιολογικών υπήρχαν πολλά σηµεία πρόσδεσης υψηλής συγγένειας 

τα οποία έλειπαν από τα µεταλλαγµένα (Goldstein et al., 1974a). Στη συνέχεια 

αποκαλύφθηκε ότι η LDL παραµένει στα σηµεία πρόσδεσης για λιγότερο από 10 

λεπτά και µέσα σε 60 λεπτά εισέρχεται στο κύτταρο και διασπάται σε αµινοξέα ενώ 

παράλληλα οι εστέρες χοληστερόλης υδρολύονται (Goldstein et al., 1975). 

 H µελέτη του µορίου της χοληστερόλης έχει συµβάλλει σε 13 βραβεία Νόµπελ 

(Genest 2003). Αν και η υδρόφοβη φύση της είναι αυτή που καθιστά την 

χοληστερόλη δοµικό υλικό των κυτταρικών µεµβρανών, η ίδια την καθιστά και 

επιβλαβή καθώς η εναπόθεσή της σε σηµεία όπως τα τοιχώµατα των αρτηριών 

οδηγεί στη δηµιουργία αθηρωµατικής πλάκας. Για το λόγο αυτό η συγκέντρωση της 

χοληστερόλης στο αίµα πρέπει να παραµένει σε χαµηλά επίπεδα. 

 Το πρόβληµα µεταφοράς της χοληστερόλης αντιµετωπίζεται µε την 

εστεροποίηση  της χοληστερόλης. Τα κύτταρα προσλαµβάνουν τη εστεροποιηµένη 

στερόλη από τις λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος (Εικόνα 1.2). Έτσι η χοληστερόλη 

έχει δοµή που µοιάζει µε “σταγόνα λαδιού” η οποία αποτελείται από εστέρες 

χοληστερόλης και τριγλυκερίδια και στην εξωτερική πλευρά από µια µονοστοιβάδα 

φωσφολιπιδίων και µη εστεροποιηµένη χοληστερόλη. Η µικρή ποσότητα µη 

εστεροποιηµένης χοληστερόλης στην επιφάνεια βρίσκεται σε ισορροπία µε τη 

χοληστερόλη των κυτταρικών µεµβρανών αλλά οι µεγαλύτερες ποσότητες βρίσκονται 

στο εσωτερικό του σχηµατισµού (Brown και  Goldstein, 1985).  

 Καθώς οι εστέρες χοληστερόλης είναι υδρόφοβα µόρια και δεν διαπερνούν τις 

κυτταρικές µεµβράνες η µεταφορά τους επιτυγχάνεται µέσω των υποδοχέων των 

λιποπρωτεϊνών, και πιο συγκεκριµένα τον LDL-R. Οι LDL-Rs βρίσκονται στην 

επιφάνεια των κυττάρων, σε αυτούς προσδένεται η LDL και µε ενδοκύττωση 

µεταφέρεται στο εσωτερικό του κυττάρου. Στη συνέχεια η λιποπρωτεΐνη µεταφέρεται 

στα λυσσοσώµατα όπου οι εστέρες χοληστερόλης υδρολύονται. Η χοληστερόλη που 
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ελευθερώνεται χρησιµοποιείται από το κύτταρο για τη σύνθεση µεµβρανών, χολικών 

οξέων και στεροειδών ορµονών ή αποθηκεύεται µε τη µορφή κυτταροπλασµατικών 

σταγονιδίων εστέρων χοληστερόλης (Brown και Goldstein, 1985). Η χοληστερόλη 

που ελευθερώνεται στα λυσσοσώµατα από την LDL είναι υπεύθυνη για τη µείωση 

της δράσης της HMG-CoA αναγωγάσης (Luskey, 1983). Επιπλέον, σχετίζεται µε την 

αύξηση της δραστηριότητας της ακυλοτρανσφεράσης (άκυλο-CοΑ) της χοληστερόλης  

(cholesterol acetylotransferase, ACAT) η οποία είναι υπεύθυνη για την εστεροποίηση 

της χοληστερόλης και την αποθήκευσή της στο κυτταρόπλασµα (Goldstein, 1974b) 

και τέλος ρυθµίζει την έκφραση των LDL-Rs µειώνοντας τη συγκέντρωση του mRNA 

(Εικόνα 1.3) (Brown and Goldstein, 1975, Russel, 1983). 

 Η ενδοκύττωση είναι µία διαδικασία που περιγράφτηκε πρώτη φορά γύρω 

στο 1930 για τα φαγοκύτταρα ενώ η ύπαρξή της και στους άλλους τύπους κυττάρων 

επιβεβαιώθηκε το 1953. Παρ’ όλα αυτά η περιγραφή της δεν περιελάµβανε την 

εισαγωγή υποδοχέων στα κύτταρα (Palade, 1953). Η συσχέτιση της LDL µε την 

ενδοκύττωση ξεκίνησε µε έρευνες το 1975 όπου επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη του LDL-R 

σε µορφή καλυµµένων εσοχών (Anderson, 1976). 

 H λειτουργία των καλυµµένων εσοχών και η σηµαντικότητά τους 

επιβεβαιώθηκε από την µελέτη ινοβλαστών οµοζυγωτών ασθενών µε FH. Στα 

περισσότερα άτοµα δεν ήταν δυνατή η πρόσδεση της LDL στην επιφάνεια των 

κύτταρων και σε έναν ασθενή δεν ήταν δυνατή η εισαγωγή της στο κύτταρο µέσω 

καλυµµένων εσοχών (Brown et al., 1976, Goldstein et al., 1977). Σε αυτά τα 

µεταλλαγµένα κύτταρα οι LDL-Rs δεν υπήρχαν στις καλυµµένες εσοχές  (Anderson 

et al., 1977). Παρά το γεγονός ότι µεγάλες ποσότητες χοληστερόλης µεταφέρονται 

στους ιστούς και ταυτόχρονα η συγκέντρωση της LDL στο αίµα διατηρείται σε χαµηλά 

επίπεδα τα παραπάνω αποδίδονται σε δύο ιδιότητες των LDL-Rs: (1) την ικανότητα 

τους να προσδένονται στην LDL και (2) την ικανότητά τους να ανακυκλώνονται 

πολλές φορές µέσα στο κύτταρο. Όταν η λειτουργία των υποδοχέων αναστέλλεται 

λόγω γενετικών διαταραχών αυτός ο προστατευτικός µηχανισµός χάνεται και η 

χοληστερόλη αυξάνεται στο πλάσµα µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία αθηρωµατικής 

πλάκας. 

 Τα τριγλυκερίδια που προσλαµβάνονται από τη διατροφή µεταφέρονται από 

το λεπτό έντερο στο ήπαρ και τους περιφερικούς ιστούς µε τη µορφή χυλοµικρών. 

Στο λιπώδη ιστό και του µύες η λιποπρωτεϊνική λιπάση (lipoprotein lipase-LPL) 

υδρολύει τα τριγλυκερίδια των χυλοµικρών. Τα υπολείµµατα χυλοµικρών 

αποµακρύνονται µέσω της πρόσδεσης της Apo-E που βρίσκεται στην επιφάνειά τους 

µε τον LDL-R (Mahley και Rall, 2002). 

 Η χοληστερόλη που συντίθεται στο ήπαρ, και η χοληστερόλη που φτάνει στο 
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ήπαρ µέσω χυλοµικρών πακετάρεται σε VLDL και εκκρίνεται στην κυκλοφορία του 

αίµατος. H VLDL είτε αποµακρύνεται άµεσα από το ήπαρ ή µετατρέπεται σταδιακά 

σε ILDL. 

 H αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης επιτρέπει την αποµάκρυνση της 

χοληστερόλης από τους εξωηπατικούς ιστούς στο ήπαρ µε τελικό στόχο την έκκρισή 

της στη χολή. Η πρόσληψη της HDL από το ήπαρ γίνεται από τους εκκαθαριστές 

υποδοχείς BI (scavenger receptors BI). Οι εστέρες µεταφέρονται από την HDL στην 

VLDL και ΙLDL µέσω της πρωτεΐνης µεταφοράς των εστέρων χοληστερόλης 

(cholesteryl ester transfer protein-CETP). Τελικά η χοληστερόλη µεταφέρεται στη 

χολή είτε σε µορφή ελεύθερης χοληστερόλης είτε µε τη µορφή χολικών αλάτων που 

έχουν δηµιουργηθεί στο ήπαρ από χολικά οξέα. 

 

 

 
Eικόνα 1.2. O σχηµατισµός της LDL από χοληστερόλη και εστέρες χοληστερόλης. Η LDL έχει 

σφαιρικό σχήµα, µάζα 3x103KDa, και διάµετρο 22nm. Κάθε µόριο LDL περιέχει 1,500 µόρια 

εστέρων χοληστερόλης τα οποία περιβάλλονται από 800 µόρια φωσφολιπιδίων, από 500 

µόρια µη εστεροποιηµένης χοληστερόλης και από ένα µόριο Apo-Β-100 µε µάζα 387ΚDa. 

 

 

1.6 Αθηροσκλήρυνση 
 Σήµερα, είναι γνωστές οι κυτταρικές διαδικασίες που συνδέουν παράγοντες 

κινδύνου, όπως τα αυξηµένα επίπεδα χοληστερόλης, µε την εξέλιξη της 

αθηροσκλήρυνσης και µε την ανάπτυξη CAD. 

 Οι αθηρωµατικές περιοχές είναι ετερογενείς όσον αφορά την κυτταρική 

σύσταση τους, και περιέχουν ενδοθηλιακά, λεία µυϊκά κύτταρα, ινοβλάστες και 

µακροφάγα που το καθένα συµµετέχει στην δηµιουργία της αθηρωµατικής πλάκας 

(Ross, 1993). Το οξειδωτικό stress έχει παθογενετική σηµασία στην 
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αθηροσκλήρυνση. Οι ενεργές µορφές οξυγόνου (reactive oxygen species-ROS) 

εµπλέκονται στον “τραυµατισµό” των αγγείων µέσω της οξείδωσης των 

λιποπρωτεϊνών, στη δηµιουργία αφρωδών κυττάρων, και στην υπερτροφία των λείων 

µυϊκών κυττάρων. Επικεντρώνοντας το ενδιαφέρον στην FH είναι γνωστό ότι λόγω 

της δυσλειτουργίας του LDL-R υπάρχει συσσώρευση και παραµονή της 

χοληστερόλης για µεγάλο χρονικό διάστηµα στο πλάσµα. Όσο µεγαλύτερη είναι η 

συγκέντρωση των ανώτερων λιποπρωτεϊνών στο πλάσµα τόσο µεγαλύτερη είναι η 

ταχύτητα µε την οποία διεισδύουν στο αρτηριακό τοίχωµα αλλά και η πιθανότητα 

οξείδωσης της LDL, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία της αθηρωµατικής πλάκας 

(Steinberg και Witztum, 2002, Zaman et al., 2000, Witzum και Steinberg, 1991, 

Chisolm και Steinberg, 2000, Witztum, 1998, Catheart et al.,1988). H είσοδος των 

λιποπρωτεϊνών στα τοιχώµατα των αρτηριών οδηγεί στην έκκριση φλεγµονωδών 

µεσολαβητών οι οποίοι επιτρέπουν την πρόσδεση της LDL στο ενδοθήλιο αλλά και 

περαιτέρω συνέχιση της φλεγµονής (Ross, 1999, Zaman et al., 2000). Τα αυξηµένα 

επίπεδα της LDL έχουν συσχετιστεί µε αυξηµένη οξείδωση των µορίων. Η οξείδωση 

της LDL αναφέρεται στη οξέιδωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων και στην 

τροποποίηση που προκαλούν στα συνυπάρχοντα µόρια των πρωτεϊνών. Η 

οξειδωµένη LDL (oxLDL) έχει την ικανότητα πρόσδεσης στην εξωκυτταρική ύλη, 

εποµένως η παραµονή της εκεί συµβάλλει στην ανάπτυξη της αθηρωµατικής πλάκας 

(Schnor et al., 2002). Επιπλέον, η υπεροξείδωση των ακόρεστων λιπαρών οξέων 

οδηγεί στην παραγωγή αλδεϋδών και κετονών οι οποίες εξουδετερώνουν τα θετικά 

φορτισµένα αµινοξέα της Αpo-B που συµβάλλουν στην αναγνώριση της LDL από τον 

LDL-R (Heinecke et al., 2002). Tα αµινοξέα λυσίνης που βρίσκονται στην Apo-B είναι 

απαραίτητα για την πρόσληψη της LDL από τον LDL-R, όµως όταν η LDL έχει 

υποστεί οξείδωση και περιέχει τροποποιηµένη Αpo-B δεν προσλαµβάνεται από τον 

LDL-R αλλά από τους εκκαθαριστές υποδοχείς (scavenger receptors) στα 

µακροφάγα. Συνεπώς, τα µακροφάγα, προσλαµβάνοντας οξειδωµένη LDL, 

µετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα (Febbraio et al., 2002, Furhman et al., 2002). 

 Πέρα από την µετατροπή των µακροφάγων σε αφρώδη κύτταρα και την 

πρόκληση βλάβης στην ενδοθηλιακή στιβάδα του αγγείου, η oxLDL έχει και άλλες 

ιδιότητες. Έχει την ικανότητα να προσελκύει µονοκύτταρα στα αρτηριακά τοιχώµατα, 

τα οποία σταδιακά τροποποιούνται σε µακροφάγα και στη συνέχεια σε αφρώδη 

κύτταρα, να µειώνει την κινητικότητα των µακροφάγων, να εµποδίζει την έκκριση 

µονοξειδίου του αζώτου και να προάγει τον πολλαπλασιασµό των λείων µυϊκών 

κυττάρων (Zaman et al., 2000, Witzum και Steinberg, 1991, Chisolm και Steinberg, 

2000, Prescott et al., 2002). 

 Η αθηροσκλήρυνση στους ασθενείς µε FH είναι εµφανής σε πολύ νεαρή 
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ηλικία, συνήθως κατά τη δεύτερη δεκαετία ζωής (Βerenson et al., 1991). Άλλες 

αναφορές δείχνουν ότι η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία στις αρτηρίες του βραχίονα είναι 

εµφανής από την ηλικία των 10 ετών σε παιδιά µε FH (Celermajer et al., 1992) και 

είναι αναστρέψιµη µε υπολιπιδαιµική θεραπεία (Drexler et al., 1991). 

 

 

1.7 O LDL-R 
 O LDL-R είναι µια διαµεµβρανική πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος 160KDa. Ο 

LDL-R προσδένεται σε δύο πρωτεΐνες, την Αpο-Β-100 µε µοριακό βάρος 387KDa, η 

οποία αποτελεί τη “βάση” της LDL και την Αpο-Ε µε µοριακό βάρος 34KDa η οποία 

βρίσκεται στην IDL και στη HDL. Η πρόδροµη µορφή του LDL-R η οποία αποτελείται 

από 860 αµινοξέα συντίθεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο των κυττάρων (Tolleshaug 

et al., 1982). Στη συνέχεια µεταφέρεται στο σύστηµα Golgi όπου υφίσταται Ν και Ο-

συνδεδεµένη γλυκοσυλίωση. Μέσα σε 30 λεπτά από τη σύνθεσή του το µοριακό 

βάρος αυξάνεται από 120ΚDa στα 160KDa. Συγχρόνως, η Ο-συνδεδεµένη αλυσίδα 

επιµηκύνεται  από την προσθήκη µίας γαλακτόζης και ενός ή δύο µορίων σιαλικού 

οξέος. Η ποσότητα των υδατανθράκων δεν δικαιολογεί την αύξηση του µοριακού 

βάρους, αντίθετα αυτό δικαιολογείται από την αλλαγή της µορφολογίας της 

πρωτεΐνης λόγω της επιµήκυνσης των Ο-συνδεδεµένων σακχάρων (Cummings et 

al., 1983).  

 Περίπου µέσα σε 45 λεπτά από τη σύνθεση τους, οι LDL-Rs µεταφέρονται 

στην επιφάνεια του κυττάρου όπου συγκεντρώνονται σε καλυµµένες εσοχές 

κλαθρίνης. Μέσα στα επόµενα 3-5 λεπτά εγκολπώνονται για να σχηµατίσουν 

καλυµµένα κυστίδια. Η κλαθρίνη στη συνέχεια αποµακρύνεται και πολλά κυστίδια 

ενώνονται για να δηµιουργήσουν ενδοσώµατα (Pastan et al., 1983). Το pΗ των 

ενδοσωµάτων µειώνεται κάτω από 6.5 λόγω της λειτουργίας µιας αντλίας πρωτονίων 

στη µεµβράνη (Maxfield 1982, Pastan et al., 1983). Σε αυτό το όξινο περιβάλλον η 

LDL αποµακρύνεται από τον LDL-R, ο LDL-R επιστρέφει στην επιφάνεια του 

κυττάρου ενώ η LDL  διασπάται στα λυσσοσώµατα όπως έχει προαναφερθεί. Ο LDL-

R κάνει την ίδια διαδροµή περίπου κάθε 10 λεπτά (Εικόνα 1.3). 

 

1.7.1 ∆οµή του LDL-R 

 Στο αµινοτελικό (NH2) άκρο του LDL-R βρίσκονται 21 αµινοξέα τα οποία 

αποτελούν µία υδρόφοβη αλληλουχία έναρξης που αποµακρύνεται από την 

πρωτεΐνη αµέσως µετά τη µετάφρασή της. Ο ώριµος LDL-R αποτελείται από 839 

αµινοξέα και χωρίζεται σε πέντε περιοχές (Εικόνα 1.4). 
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Eικόνα 1.3. O κύκλος του LDL-R στα κύτταρα. 
 

 

 Η πρώτη περιοχή ξεκινώντας από το αµινοτελικό άκρο, αποτελεί το σηµείο 

δέσµευσης του υποδοχέα µε το υπόστρωµα του και αποτελείται από 292 αµινοξέα. Σ’ 

αυτό το άκρο υπάρχει µια αλληλουχία 40 αµινοξέων η οποία επαναλαµβάνεται 7 

φορές. Κάθε επανάληψη περιλαµβάνει 6 υπολείµµατα κυστεΐνης (Scneider et al., 

1983). Η έντονη παρουσία δισουλφιδικών δεσµών στην περιοχή αποδίδει µεγάλη 

σταθερότητα στο σηµείο δέσµευσης του υποδοχέα. Η σταθερότητα αυτή µπορεί να 

τον προστατέψει από τις έντονες αλλαγές του pΗ που συναντώνται κατά τη φάση της 

ανακύκλωσης (Brown et al.,  1983). Χαρακτηριστικό της περιοχής είναι τα αρνητικά 

φορτισµένα αµινοξέα τα οποία βρίσκονται στο COOH άκρο κάθε επανάληψης 

(Goldstein et al., 1985) και είναι συµπληρωµατικά κάποιων θετικά φορτισµένων 

αµινοξέων τα οποία βρίσκονται στην α-έλικα στην Αpo-Ε που προσδένεται στον LDL-

R (Innerarity et al.,  1984).  

 Η δεύτερη περιοχή αποτελείται από 400 αµινοξέα και είναι οµόλογη κατά 35% 
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µε το εξωκυτταρικό τµήµα του πρόδροµου επιδερµικού αυξητικού παράγοντα 

(epidermal growth factor-EGF). Εκεί είναι η πιθανή θέση που γίνεται η Ν-

συνδεδεµένη γλυκοσυλίωση κατά την ωρίµανση του υποδοχέα (Yamamoto et al., 

1984).  

 Η τρίτη περιοχή βρίσκεται ακριβώς πριν από το σηµείο όπου ο LDL-R 

διαπερνά την κυτταρική µεµβράνη. Αποτελείται από 58 αµινοξέα και είναι πλούσια σε 

θρεονίνη και σερίνη (Yamamoto et al., 1984). Σ’ αυτή την περιοχή γίνεται η Ο-

συνδεδεµένη γλυκοσυλίωση κατά την ωρίµανση του υποδοχέα (Russell et al., 1984). 

Η τέταρτη περιοχή περιλαµβάνει 22 υδρόφοβα αµινοξέα που διαπερνούν την 

κυτταρική µεµβράνη (Yamamoto et al., 1984, Russell et al., 1984). 

 Η πέµπτη περιοχή αποτελείται από 50 αµινοξέα στο καρβοξυτελικό άκρο και 

εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική µεριά της µεµβράνης (Yamamoto et al., 1984, 

Russell et al.,  1984). Η “ουρά” αυτή δίνει τη δυνατότητα στους υποδοχείς να 

κινούνται πλευρικά µε αποτέλεσµα να συναθροίζονται στις καλυµµένες εσοχές. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Eικόνα 1.4. Ο LDL-R χωρίζεται σε πέντε περιοχές. 
 

 

1.7.2 Το γονίδιο του LDLR 

 To γονίδιο του LDLR κλωνοποιήθηκε το 1984 ενώ η χαρτογράφησή του έγινε 

το 1985 (Yamamoto et al., 1984, Francke et al., 1984). Βρίσκεται στο χρωµόσωµα 19 

στη θέση 19p13.1-3, έχει µήκος 45Kb και αποτελείται από 18 εξόνια που χωρίζονται 

από 17 εσόνια (Sudhof, 1985).  O υποκινητής βρίσκεται στο 5’ άκρο, και µεταξύ των 

θέσεων -58 και -234 βρίσκονται τα περισσότερα cis DNA δρώντα στοιχεία, µε +1 την 

Α του κωδικόνιου έναρξης της µεθειονίνης. Ο υποκινητής αποτελείται από 177 ζεύγη 

βάσεων. Περιλαµβάνει τρεις επαναλαµβανόµενες περιοχές (repeats), δύο 

αλληλουχίες που συνιστούν τα κουτιά ΤΑΤΑ, και αρκετά σηµεία εκκίνησης της 
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µεταγραφής, όλα απαραίτητα για τη ρύθµισή και την έκφραση του (Εικόνα 1.5) 

(Südhoff  et al., 1987). Από τις τρεις επαναλήψεις η 1 και 3 περιέχουν αλληλουχίες 

που αναγνωρίζονται από τον µεταγραφικό παράγοντα Sp1. Ο ρόλος τους είναι να 

διατηρούν σταθερά τα επίπεδα µεταγραφής ανεξάρτητα από την ύπαρξη στερολών, 

η παρουσία τους όµως δεν είναι επαρκής για την υψηλή µεταγραφή του LDL-R 

απουσίας στερολών, όπου η συνεισφορά της επανάληψης 2 είναι απαραίτητη 

(Südhoff  et al., 1987, Chang et al., 1996). Η επανάληψη 2 περιέχει µια αλληλουχία 

10bp γνωστή ως στοιχείο ρύθµισης στερόλης (sterol regulatory element-SRE) το 

οποίο αναγνωρίζεται από τις πρωτεΐνες πρόσδεσης του στοιχείου ρύθµισης της 

στερόλης (sterol regulatory element binding proteins-SREBP). Μέσω αυτής της 

αλληλεπίδρασης ρυθµίζεται η µεταγραφή του LDLR που εξαρτάται από την ύπαρξη 

στερολών (Smith et al., 1990). To mRNA του LDL-R έχει µέγεθος 5.3Κb και περιέχει 

µια µη µεταφραζόµενη περιοχή 2.5Κb στο 3’ άκρο (3’ untraslated region-3’ UTR) 

(Yamamoto et al., 1994). Υπάρχουν τρεις περιοχές πλούσιες σε AU (AU rich 

elements-ARE) στο 5’ άκρο και τρία αντίγραφα επαναλήψεων Alu στο 3’ άκρο της 

UTR. Αυτές οι περιοχές παίζουν ρόλο στην διατήρηση της σταθερότητας  του mRNA 

του LDL-R και δρουν ως cis στοιχεία στη µεταµεταγραφική ρύθµιση του LDL-R 

(Yamamoto et al., 1994, Südhoff  et al., 1987). 

 Τα εξόνια του γονιδίου έχουν άµεση σχέση µε τα λειτουργικά τµήµατα της 

πρωτεΐνης. Το εξόνιο 1 κωδικοποιεί την αλληλουχία έναρξης και τα εξόνια 2-6 την 

περιοχή δέσµευσης του υποστρώµατος. Τα εξόνια 7-14 κωδικοποιούν την περιοχή 

που είναι οµόλογη στο πρόδροµο EGF, το εξόνιο 15 την τρίτη περιοχή και το εξόνιο 

16 και µέρος του εξονίου 17 τα 22 αµινοξέα της διαµεµβρανικής περιοχής. Τέλος, το 

υπόλοιπο κοµµάτι του εξονίου 17 και µέρος του 18 κωδικοποιούν την 

κυτταροπλασµατική περιοχή (Εικόνα 1.6).   

 

 

 

 

 

 

 
 
Eικόνα 1.5. Η περιοχή του υποκινητή του LDLR. Παρουσιάζονται οι 3 περιοχές επανάληψης 

(Repeat 1-3), οι αλληλουχίες ΤΑΤΑ. Το cis σηµείο δράσης των στερολών στην επανάληψη 2, 

και τα σηµεία αναγνώρισης του µεταγραφικού παράγοντα Sp1. 
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 Γονίδιο LDLR 45Κb

 
Eικόνα 1.6. Συσχέτιση των εξονίων του γονιδίου µε τις περιοχές της πρωτεΐνης στον 

ανθρώπινο LDL-R. Με βέλη συµβολίζονται τα σηµεία στα οποία παρεµβάλλονται τα εσόνια. 
 

 

1.7.3 Μεταλλάξεις στο γονίδιο του LDLR 
 Μέχρι σήµερα έχουν βρεθεί πάνω 900 µεταλλάξεις στο γονίδιου του LDLR 

(www.ucl.ac.uk/fh.3 και www.umd.necker.fr). Σε επίπεδο cDNA οι περισσότερες είναι 

µεταλλάξεις σηµείου (~840) εκ των οποίων: 610 αντικαταστάσεις, 121 µικρές 

ελλείψεις, 53 µικρές ενθέσεις ή διπλασιασµοί. Σε γενοµικό επίπεδο υπάρχουν ακόµη 

57 αντικαταστάσεις σε εσόνια, από τις οποίες σε ποσοστό 65% επηρεάζουν τα 

σηµεία µατίσµατος (+1, +2, –1, and –2). Σε πρωτεϊνικό επίπεδο: 507 (58.9%) είναι 

παρερµηνεύσιµες (missense), 103 ανερµηνεύσιµες (nonsense), το 21.1% είναι µικρές 

ανακατατάξεις (minor rearrangements), το 13% µεγάλες ανακατατάξεις (major 

rearrangements) και το 6.6% είναι µεταλλάξεις που συµβαίνουν στα όρια µεταξύ 

εσονίων και εξονίων (splice site mutations). Στην κυτταροπλασµατική ουρά του 

υποδοχέα έχει βρεθεί το 3.4% των µεταλλάξεων (3.2% στο εξόνιο 17 και 0.2% στο 

εξόνιο 18), 1.7% στη διαµεµβρανική περιοχή και στον υποκινητή και 1.4% στην Ο-

συνδεδεµένη γλυκοζυλιωµένη περιοχή. Όσον αφορά τις µεγάλες ανακατατάξεις, 

βρίσκονται σε όλο το µήκος του γονιδίου και µέχρι σήµερα έχουν βρεθεί 92, στις 

oποίες το µέγεθος του DNA που εξαλείφεται ποικίλλει από 37bp στο εξόνιο 4 (Giesel 

et al., 1995) µέχρι >25Kb έλλειψη του εσονίου 11 µέχρι το 3’ άκρο, FH Katania 

(Bertolini et al., 2000). Στους γενετικά ανοµοιογενείς πληθυσµούς περίπου το 5% των 

µεταλλάξεων είναι µεγάλες ανακατατάξεις (Sun et al., 1992, Fouchier et al., 2001). 

Από τις µεταλλάξεις που έχουν αναφερθεί παγκοσµίως οι περισσότερες είναι στο 

εξόνιο 4 (Εικόνα 1.7). 

 Όσον αφορά την επίδραση που έχουν οι µεταλλάξεις στον κύκλο του LDL-R 

στα κύτταρα, χωρίζονται σε 5 κατηγορίες. Η πρώτη κατηγορία µεταλλάξεων οδηγεί 

σε µη ανιχνεύσιµο αριθµό πρωτεϊνικών προϊόντων (null alleles), έχουν δηλαδή ως 

αποτέλεσµα να µην παράγονται καθόλου υποδοχείς ή να παράγονται σε µικρές 
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ποσότητες. Συχνά οφείλονται σε αντικατάσταση αµινοξέος από κωδικόνιο λήξης 

(ανερµηνεύσιµες µεταλλάξεις).  

 Η δεύτερη κατηγορία προκαλεί την αργή µεταφορά του LDL-R από το 

ενδοπλασµατικό δίκτυο στο Golgi. Οι υποδοχείς που παράγονται από τα 

µεταλλαγµένα αλληλόµορφα δεν φτάνουν στην επιφάνεια του κυττάρου αντίθετα 

µετακινούνται (α) αργά ή (β) καθόλου από το ενδοπλασµατικό δίκτυο στο σύστηµα 

Golgi (transport defective alleles) (Εsser et al., 1988, Leitersdorf, 1988). Στην πρώτη 

περίπτωση ανήκουν οι παρερµηνεύσιµες µεταλλάξεις και οι ελλείψεις ενός αµινοξέος. 

Στη δεύτερη ανήκουν ελλείψεις στην πλούσια σε κυστεΐνη περιοχή. Το µοριακό 

βάρος των υποδοχέων, σε αυτή την περίπτωση, ποικίλει από 100-130ΚDa. Οι 

περισσότεροι υποδοχείς έχουν µοριακό βάρος παρόµοιο µε του πρόδροµου 

υποδοχέα.  

 Η τρίτη κατηγορία µεταλλάξεων έχει ως αποτέλεσµα τη σύνθεση υποδοχέων 

που ενώ µεταφέρονται στην επιφάνεια του κυττάρου δεν έχουν την ικανότητα να 

δεσµεύουν την LDL (binding defective alleles). Οφείλονται  είτε σε αντικαταστάσεις 

είτε σε ανακατατάξεις στην πλούσια σε κυστεΐνη περιοχή, αλλά και σε ελλείψεις στην 

περιοχή οµολογίας µε το πρόδροµο EGF. Στις µεταλλάξεις αυτού του είδους ο 

υποδοχέας παρουσιάζει πρόβληµα σύνδεσης µε την Αpο-B (Hobbs et al.,  1990).  

 Η παρουσία µεταλλάξεων της τέταρτης κατηγορίας οδηγεί στη σύνθεση 

υποδοχέων οι οποίοι δεν έχουν την ικανότητα να συγκεντρώνονται σε καλυµµένες 

εσοχές και γι΄ αυτό δεν είναι δυνατή η ενδοκύττωσή τους (internalization defective 

alleles). Oι µεταλλάξεις εντοπίζονται στο καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα στις 

περιοχές 3 και 4. Στην περιοχή 3 έχει βρεθεί µία µετάλλαξη στο εξόνιο 17. Αφορά  

την εισαγωγή µιας αλληλουχίας 4 βάσεων που οδηγεί σε κωδικόνιο λήξης. Στην 

περιοχή 4 έχει αναφερθεί η µετάλλαξη FH-Rochester που οφείλεται σε µια µεγάλη 

έλλειψη (5.5Κb) στα εξόνια 16, 17 και µέρος του 18 (Lehrman et al., 1985).  

 Τέλος, οι υποδοχείς που κωδικοποιούνται από αλληλόµορφα που φέρουν 

µεταλλάξεις της πέµπτης κατηγορίας δεν έχουν την ικανότητα να αποδεσµεύονται 

από την LDL µετά από την είσοδό τους στο κύτταρο άλλα ούτε και να επιστρέφουν 

στην επιφάνεια του κυττάρου και τελικά αποικοδοµούνται (recycling defective alleles). 

Oι µεταλλάξεις αυτές παρατηρούνται στην περιοχή 3 η οποία συµµετέχει στην 

δέσµευση και την αποδέσµευσή της LDL. Παράδειγµα τέτοιας µετάλλαξης είναι η 

παρερµηνεύσιµη µετάλλαξη στο εξόνιο 9 στη θέση 1285 που δηµιουργείται από 

αντικατάσταση γουανίνης µε αδενίνη (Leitersdorf et al.,  1989). 
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Eικόνα 1.7. Θέση 647 διαφορετικών µεταλλάξεων (εκτός µεγάλων ανακατατάξεων) στον 

υποκινητή (Υ), τα εξόνια και τα εσόνια του LDLR (Πηγή Austin  et al., 2004). 

 

 

1.7.4 H έκφραση του LDLR in vivo 

 Tα πρώτα πειράµατα για την έκφραση του LDL-R in vivo ξεκίνησαν το 1975. 

Αρχικά αποµονώθηκαν λεµφοκύτταρα από το αίµα τα οποία επωάστηκαν για 67 

ώρες χωρίς εξωγενή χοληστερόλη. Υπό αυτές τις συνθήκες η έκφραση των LDL-R 

στα λεµφοκύτταρα ήταν πολύ µεγάλη και µετρήθηκε µε την πρόσδεση και την 

απελευθέρωση 125I-LDL (Ho et al., 1976). Σε λεµφοκύτταρα τα οποία είχαν 

αποµονωθεί από οµοζυγώτες και ετεροζυγώτες µε FH η έκφραση των LDL-R ήταν 

αντίστοιχα µη ανιχνεύσιµη ή πολύ χαµηλή σα να υπήρχε µόνο ένα λειτουργικό 

γονίδιο (Bilhaimer et al.,  1979).  

 Σε πειράµατα αναφορικά µε την αποσύνθεση της αποµονωµένης από 

πλάσµα 1251-LDL που χορηγήθηκε ενδοφλέβια µε ένεση, φάνηκε ότι η αποµάκρυνση 

της από την κυκλοφορία ήταν πιο αργή στους οµοζυγώτες και ετεροζυγώτες µε FH 

σε σχέση µε φυσιολογικά άτοµα (Langer et al., 1972, Bilheimer et al., 1979, Simons 

et al., 1975). Επιπλέον, µελέτες σε ανθρώπινους και ζωικούς ιστούς έδειξαν ότι η 

µεγαλύτερη ποσότητα LDL-R παράγεται στο ήπαρ (Kovanen et al.,  1979). 

 Μεγάλες ποσότητες ηπατικών LDL-R παρατηρήθηκαν και όταν ενέσιµη 

ραδιοσηµασµένη LDL χορηγήθηκε στη κυκλοφορία πειραµατόζωων και µετρήθηκε η 

πρόσληψή της από διάφορους ιστούς. Περίπου το 70% απορροφήθηκε από το ήπαρ  

(Pittman et al.,  1982). 
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1.8 Έλλειψη υποδοχέων LDL-R 
 Μελέτες σε οµοζυγώτες ασθενείς µε FH έχουν δείξει ότι διαφορετικές 

µεταλλάξεις στο γονίδιο του LDLR οδηγούν στην παραγωγή υποδοχέων µε 

διαφορετική δράση. Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι των µεταλλάξεων: α) αυτές που 

δηµιουργούν φαινότυπο ελαττωµατικού υποδοχέα (defective) και β) αυτές που 

δηµιουργούν φαινότυπο αρνητικού υποδοχέα (negative). Ανάλογα µε το είδος της 

µετάλλαξης η λειτουργικότητα του LDL-R κυµαίνεται από 0% έως 30%. Oι 

µεταλλάξεις οι οποίες µειώνουν τη δράση του LDL-R στο 2-30% χαρακτηρίζονται ως 

ελαττωµατικού υποδοχέα και εκείνες που µειώνουν τη λειτουργικότητα του LDL-R 

κάτω από 2% ως αρνητικού υποδοχέα. Η µεγάλη ετερογένεια στο φαινότυπο της FH 

µπορεί να οφείλεται στους διαφορετικούς τύπους µεταλλάξεων (Hobbs et al., 1992, 

Bertolini et al., 1999). 

 

  

1.9 ∆ιάγνωση της FH  
1.9.1 Βιοχηµική διάγνωση 

 Για τη διάγνωση της FH χρειάζονται τουλάχιστον δύο µετρήσεις 

χοληστερόλης. Η LDL-C ποικίλει ανάλογα µε το φύλο, την ηλικία αλλά και την 

καταγωγή ενός ατόµου. Η υπερχοληστερολαιµία είναι παρούσα στους ασθενείς µε 

FH συνήθως από τη γέννηση και οι περισσότεροι ετεροζυγώτες έχουν επίπεδα LDL-

C  πάνω από το 90ο εκατοστηµόριο της ηλικίας. Η διάγνωση γίνεται συνήθως 

χρησιµοποιώντας τα επίπεδα ολικής χοληστερόλης στην πρώτη µέτρηση και τα 

επίπεδα της LDL-C στη δεύτερη. Παρ’ όλα αυτά τα επίπεδα της χοληστερόλης δεν 

είναι επαρκή για τη διάγνωση της FH καθώς πολλές φορές υπερκαλύπτουν αυτά 

ασθενών µε µη κληρονοµική υπερχοληστερολαιµία οδηγώντας έτσι σε λανθασµένα 

αρνητικά και λανθασµένα θετικά επίπεδα κατά 8-18% (Κwiterovich et al., 1974). Τα 

επίπεδα της HDL-C είναι συνήθως φυσιολογικά ή χαµηλά. 

 Σύµφωνα µε το πρόγραµµα US MEDPED (Make Early Diagnosis to Prevent 

Early Death) για τη διάγνωση της FH µε κριτήριο τα επίπεδα  ολικής χοληστερόλης 

(total cholesterol-TC), ανάλογα µε την ηλικία και το βαθµό συγγένειας (1ου, 2ου, 3ου 

βαθµού και πληθυσµό) θα πρέπει να λαµβάνονται και διαφορετικές ανώτερες τιµές 

TC (Πίνακας 1.2) (Williams et al., 1993). Τα οριακά επίπεδα της TC για την επίτευξη 

ειδικότητας 98% εξασφαλίζουν 88% ευαισθησία στη διάγνωση συγγενών πρώτου 

βαθµού και 54% για το γενικό πληθυσµό (Πίνακας 1.2) (Williams et al.,  1993).  
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Πίνακας 1.2. Επίπεδα TC σε διεθνείς µονάδες (SΙ) (mmol/l) που χρησιµοποιούνται για τη 

διάγνωση FH µε ειδικότητα 98%. Στην παρένθεση παρουσιάζονται οι συµβατικές µονάδες 

(CU) (mg/dL). 

Ηλικία 
Συγγενείς 

 1ου βαθµού 
Συγγενείς 

 2ου βαθµού 
Συγγενείς 

 3ου βαθµού 
Γενικός  

Πληθυσµός 

<18 5.7 (220) 5.9 (225) 6.2 (240) 7.0 (270) 

  20 6.2 (240) 6.5 (250) 6.7 (255) 7.5 (290) 

  30 7.0 (270) 7.2 (275) 7.5 (290) 8.8 (340) 

>40 7.5 (290) 7.8 (300) 8.0 (310) 9.3 (360) 

 

 

1.9.2 Κλινική διάγνωση 

 H διάγνωση της FH επιβεβαιώνεται και µε επιπλέον κλινικά κριτήρια τα οποία 

συνοψίζονται στον Πίνακα 1.3. Συνήθως για τον εντοπισµό ετεροζυγωτών τα 

κριτήρια περιλαµβάνουν την παρουσία ξανθωµάτων, το οικογενειακό ιστορικό CAD 

και τα επίπεδα χοληστερόλης. Στην Ελλάδα η διάγνωση ετεροζυγωτών γίνεται 

σύµφωνα µε το πρόγραµµα US MEDPED. 

 Όπως φαίνεται και από τον Πίνακα 1.3, σηµαντικά κλινικά κριτήρια για τη 

διάγνωση ατόµων µε FH αποτελούν τα επίπεδα TC και LDL-C και ο τρόπος 

κληρονοµικότητας. Αυτά είναι και τα κριτήρια που χρησιµοποιούνται από τον 

οργανισµό Simon Broome στη Μεγάλη Βρετανία (Scientific Steering Committee on 

behalf of the Simon Broome Register Group 1991). Σύµφωνα µε αυτά τα κριτήρια οι 

περιπτώσεις FH χωρίζονται σε πιθανές και βέβαιες. Μια περίπτωση χαρακτηρίζεται 

βέβαιη όταν στον ασθενή είναι εµφανή ξανθώµατα τένοντων. Συνήθως όµως τα 

ξανθώµατα, σε ποσοστό 80%, εµφανίζονται κατά την τέταρτη δεκαετία ζωής. 

Αντίθετα µόνο το 7% των περιπτώσεων παρουσιάζει ξανθώµατα σε ηλικία κάτω των 

19, εποµένως για την κλινική διάγνωση λαµβάνεται υπ΄ όψιν η συνύπαρξη άλλων 

κλινικών χαρακτηριστικών (Τhomson et al., 1989).  

Τα ξανθώµατα οφείλονται στην εναπόθεση λιπιδίων (χοληστερόλη, εστέρες 

χοληστερόλης, φωσφολιπίδια) και κολλαγόνου (Vermeer et al., 1982) στο δέρµα και 

στους τένοντες. Εµφανίζονται κυρίως στους αγκώνες, στα βλέφαρα και στα γόνατα. 

Στο βολβό των µατιών µπορεί επίσης να παρατηρηθεί η µορφή ενός κίτρινου θολού 

δακτυλίου, γνωστού και ως γεροντότοξο. 

 Κριτήρια αποκλεισµού για τη διάγνωση της FH αποτελούν τα δευτερεύοντα 

χαρακτηριστικά υπερχοληστερολαιµίας (σακχαρώδης διαβήτης, υποθυρεοειδισµός, 

οιστρογόνα, ηπατική νόσος) (Williams et al., 1993). 

 Σύµφωνα µε το πρόγραµµα Dutch MEDPED, το οποίο δηµιουργήθηκε στην 
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Ολλανδία, η διάγνωση γίνεται  µε κριτήρια όπου στο καθένα αντιστοιχούν πόντοι. Τα 

κριτήρια του Dutch MEDPED περιλαµβάνουν προσωπικά και οικογενειακά επίπεδα 

LDL-C, ιστορικό CAD και ύπαρξη γεροντότοξου και ξανθωµάτων πριν την ηλικία των 

45 ετών (Πίνακας 1.4) (Defesche, 2000). Ακολουθώντας τα παραπάνω κριτήρια 

διάγνωσης, το 83% των ασθενών µε βαθµολογία µεγαλύτερη από 8 έχουν µετάλλαξη 

στον LDLR. Το υπόλοιπο 17%των ασθενών πιθανόν να έχει µεταλλάξεις σε άλλα 

γονίδια εκτός από του LDLR. H κλινική εικόνα των οµοζυγωτών µε FH είναι 

διαφορετική από αυτή των ετεροζυγωτών. Τα επίπεδα της LDL-C από τη γέννηση 

κυµαίνονται από 600-1200mg/dL. Τα ξανθώµατα, το γεροντότοξο και η 

αθηροσκλήρυνση στους οµοζυγώτες παρουσιάζονται από την ηλικία των τεσσάρων 

ετών (Κhachadurian et al., 1973).  

 

 
Πίνακας 1.3. Κλινικά κριτήρια διάγνωσης της FH. 

Α. Κριτήρια διάγνωσης ετερόζυγων ατόµων µε FH 
                                                                                Ηλικία (χρόνια) 

 45 35 25 <18 

1. Πολύ υψηλή TC (mg/dL) >360 >340 >290 >270 

2. Πολύ υψηλή LDL-C (mg/dL) >260 >240 >220 >200 

3. Απουσία δευτερευόντων αιτιών υπερχοληστερολαιµίας (διαβήτης, υποθυρεοειδισµός, 

οιστρογόνα, ηπατική νόσος) 

4. Τουλάχιστον ένας παιδιατρικός συγγενής (παιδί, εγγονός, ανιψιός) <18 χρονών µε πολύ 

υψηλή TC >270mg/dL ή ένας ενήλικας συγγενής µε ξανθώµατα τενόντων. 

5. Επικρατής έκφραση στην οικογένεια  

Β. Κριτήρια διάγνωσης των συγγενών των ατόµων µε FH 

                                                                                                      Ηλικία (χρόνια) 

 45 35 25 <18 

1. Υψηλή TC (mg/dL) >290 >270 >240 >220 

   ή υψηλή LDL-C (mg/dL) >205 >190 >170 >155 

2. Απουσία δευτερευόντων αιτιών υπερχοληστερολαιµίας 
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Πίνακας 1.4. Κριτήρια διάγνωσης της FH σύµφωνα µε το πρόγραµµα Dutch MEDPED 

(Defesche, 2000). 

Οικογενειακό Ιστορικό Βαθµοί 
1. Συγγενής πρώτου βαθµού µε CAD 1 

2. Συγγενής πρώτου βαθµού µε LDL-C  πάνω από το 95ο εκατοστηµόριο 1 

3. Συγγενής πρώτου βαθµού µε ξανθώµατα ή γεροντότοξο 2 

4. Παιδιατρικός συγγενής <18 χρονών µε LDL-C πάνω από το 95ο 

εκατοστηµόριο 

2 

Προσωπικό Ιστορικό  

1. CAD 2 

2. Πρόωρη περιφερική ή αγγειοεγκεφαλική νόσος  1 

Σωµατικά χαρακτηριστικά  

1. Ξανθώµατα τενόντων 6 

2. Γεροντότοξο (σε ηλικία άνω των 45 ετών) 4 

Βιοχηµική εξέταση (TG <200mg/dL, 2.3mmol/l)  

1. LDL-C  >330mg/dL (8.5mmol/l) 8 

2. LDL-C 250-329mg/dL (6.5-8.5mmol/l) 5 

3. LDL-C 140-249mg/dL (4.9-6.5mmol/l) 3 

4. LDL-C 150-189mg/dL (4.0-4.9mmol/l) 1 

Ανάλυση DNA  

Μετάλλαξη στον LDLR 8 

∆ιαγνωστική συνολική βαθµολογία: βέβαιη: > 8, δυνατή: 6-7, πιθανή: 3-5 

 

 

1.9.3 Γενετική διάγνωση 

 Η γενετική ανάλυση αποτελεί χρήσιµο διαγνωστικό εργαλείο στην FH, 

εξετάζοντας την κληρονόµηση µίας συγκεκριµένης µετάλλαξης. Παρά τα υψηλά 

επίπεδα νοσηρότητας και θνησιµότητας που οφείλονται στη FH η διάγνωση της 

ασθένειας στον πληθυσµό µε βάση τα κλινικά χαρακτηριστικά δεν είναι επαρκής 

(Πίνακας 1.5).  

 Σε περίπτωση που τα επίπεδα λιπιδίων είναι γνωστά σε µια οικογένεια και η 

κλινική εικόνα επαρκής, η διάγνωση ενός ετεροζυγώτη µε FH είναι απλή. Ωστόσο, 

εάν δεν υπάρχει διαθέσιµο το οικογενειακό ιστορικό, η διάγνωση είναι πιο δύσκολη. 

Επιπλέον, ένα από τα προβλήµατα που προκύπτει από τη διάγνωση της FH µε 

κριτήριο την υπερλιπιδαιµία είναι ότι συχνά τα επίπεδα λιπιδίων στους ετεροζυγώτες 

υπερκαλύπτουν αυτά του γενικού πληθυσµού. Έτσι, σε 5-10% των παιδιών και σε 

15-20% των συγγενών µε FH γίνεται λάθος διάγνωση (Humphries et al., 1997).  

 Μέχρι σήµερα οποιαδήποτε τεχνική µοριακής γενετικής κι αν χρησιµοποιηθεί, 
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δεν είναι δυνατόν να ανιχνευθούν όλες οι µεταλλάξεις. Αυτό οφείλεται αφενός στην 

έλλειψη υψηλής ευαισθησίας των µεθόδων και αφετέρου στο ότι δεν αναλύονται όλα 

τα τµήµατα του LDLR και ApoB. Επιπλέον, πολλοί ασθενείς χαρακτηρίζονται ως FH, 

µετά από κλινική διάγνωση βασισµένη στα επίπεδα λιπιδίων, στην πραγµατικότητα 

όµως η υπερλιπιδαιµία που παρατηρείται σε αυτούς δεν είναι µονογενής. Ως 

επακόλουθο, η ανάλυση των γονιδίων LDLR και ApoB σε αυτά τα άτοµα δεν οδηγεί 

σε εύρεση µετάλλαξης.  

 Η γενετική διάγνωση είναι σχετικά εύκολη σε χώρες όπου οι µεταλλάξεις που 

την προκαλούν είναι περιορισµένες, δηλαδή έχουν οµοιογενή πληθυσµό. Ιδιαίτερα 

όταν σε µια οικογένεια η µετάλλαξη που προκαλεί τη νόσο είναι γνωστή η µοριακή 

γενετική µπορεί να προσφέρει βέβαιη διάγνωση. 

 

 
Πίνακας 1.5. Η FH ως παγκόσµιο πρόβληµα υγείας. 

10,000,000 ασθενείς παγκοσµίως 

200,000 ασθενείς πεθαίνουν ετησίως από CAD που θα µπορούσε να είχε προληφθεί 

80% των ασθενών δεν έχουν διαγνωσθεί 

84% των ασθενών δεν ακολουθούν υπολιπιδαιµική αγωγή 

 
 

 

1.10 Μέθοδοι γενετικής ανάλυσης 
 Οι µέθοδοι για την ανίχνευση µεταλλάξεων κατατάσσονται σε 2 µεγάλες 

κατηγορίες (1) Σάρωσης: µεγάλα τµήµατα DNA ελέγχονται για άγνωστες µεταλλάξεις 

και (2) ∆ιάγνωσης: συγκεκριµένα τεστ σχεδιάζονται για τον έλεγχο ύπαρξης γνωστών 

µεταλλάξεων. Η σάρωση για άγνωστες µεταλλάξεις που προκαλούν FH, γίνεται µε 

DGGE, ανάλυση πολυµορφισµών διαµόρφωσης του ενός κλώνου (Single-Strand 

Conformation Polymorphism-SSCP), υψηλής επίδοσης υγρή χρωµατογραφία 

αποδιάταξης (Denaturing High Performance Liquid Chromatography-DHPLC) 

(Bertolini et al., 2000, Bunn et al., 2002, Graham et al., 1999, Heath et al., 2001a, 

Lombardi et al., 2000, Mozas et al., 2000, Nissen et al., 1996), καθώς και ανάγνωση 

της πρωτοδιάταξης (sequencing) των προϊόντων αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction-PCR) (Hobbs et al., 1992, Leitersdorf et 

al., 1989). Για την ανίχνευση µεταλλάξεων σε κάποιους πληθυσµούς 

χρησιµοποιούνται οι µέθοδοι δοκιµής πρόσδεσης ολιγονουκλεοτιδίων 

(oligonucleotide ligation assay-OLA) (Baron et al., 1996), ολιγονουκλεοτιδίων 

συγκεκριµένων αλληλοµόρφων (Αllele-Specific Oligonucleotides-ASO) (Miltiadous et 
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al., 2001) και πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες (Traeger-Synodinos et al., 

1998).  

 Εάν µε την εφαρµογή ενός εκ των προηγούµενων µεθόδων δεν ανιχνευθεί 

µετάλλαξη σηµείου ή µικρή ανακατάταξη (έλλειψη ή ένθεση), εφαρµόζεται ανάλυση 

υβριδοποίησης Southern (Southern blot), ή PCR µεγάλων τµηµάτων (Long PCR) για 

την ανίχνευση µεγάλων ανακατατάξεων (Bochmann et al., 1996). Η µέθοδος 

Southern blot είναι χρονοβόρα κι απαιτεί µεγάλες ποσότητες DNA, ενώ και η Long 

PCR έχει µειονεκτήµατα. Εάν η µετάλλαξη δεν βρίσκεται µεταξύ των ορίων των 

εκκινητών, το αλληλόµορφο που φέρει τη µετάλλαξη δεν θα πολλαπλασιαστεί, και τα 

αποτελέσµατα θα παρουσιάζουν οµοζυγωτία για το φυσιολογικό αλληλόµορφο. Με 

µεθόδους ποσοτικής PCR (Quantitative PCR) όπως είναι η Real-Time και η σύνδεση 

πολλαπλών ανιχνευτών (Multiplex Ligation-dependent Probe Assay-MLPA) είναι 

δυνατόν να συγκριθεί η ποσότητα των αλληλοµόρφων µεταξύ ασθενών και 

µαρτύρων, ανεξάρτητα από το µέγεθος της ανακατάταξης (Damgaard et al., 2005). H 

DHPLC είναι επίσης πιο ευαίσθητη µέθοδος από την SSCP (Bunn et al., 2002), 

καθώς το 36% των µεταλλάξεων που ανιχνεύονται µε την dHPLC δεν ανιχνεύονται 

από την SSCP. H ευαισθησία και η εξειδίκευση ποικίλλουν από 96-100%.  

 Το ερώτηµα που προκύπτει όταν βρεθεί µια άγνωστη µετάλλαξη στον LDLR 

είναι εάν είναι αυτή το αίτιο της νόσου. Η διαφοροποίηση µεταξύ πολυµορφισµών και 

µεταλλάξεων δεν είναι πάντα εµφανής και στις περισσότερες περιπτώσεις χρειάζεται 

να γίνουν επιπλέον πειράµατα έκφρασης  για να επιβεβαιωθεί ή λειτουργικότητα του 

LDL-R. Οι µεγάλες και οι ανερµηνεύσιµες µεταλλάξεις που οδηγούν σε έκφραση  

ηµιτελών (truncated) πρωτεϊνών είναι συνήθως υπαίτιες για την εµφάνιση της νόσου, 

αντίθετα η παθογένεια των παρερµηνεύσιµων µεταλλάξεων είναι συχνά αβέβαιη. 

Επιπλέον, η εύρεση νέων µεταλλάξεων στον υποκινητή, στα όρια εσονίων-εξονίων 

και στη µη µεταφραζόµενη 3’-περιοχή, πρέπει να αξιολογούνται απαραίτητα µε 

πειράµατα έκφρασης (Jensen et al., 1996a, Jensen et al., 1996b). 

 
 

1.11 Θεραπεία  για την FH 
1.11.1 ∆ιαιτητική Αγωγή 

 Η χοληστερόλη της τροφής προσλαµβάνεται µε τη µορφή των χυλοµικρών και 

η αποµάκρυνσή της από το πλάσµα γίνεται από το ήπαρ. Περίπου το 40% 

απορροφάται ενώ το 60% αποβάλλεται µέσω των κοπράνων. Η διαιτητική 

χοληστερόλη συµβάλλει στο συνολικό ποσό της ηπαττοκυτταρικής χοληστερόλης και 

µπορεί να επηρεάσει τη σύνθεση χοληστερόλης και των LDL-Rs στο σώµα. Αύξηση 

της ηπατικής χοληστερόλης µειώνει τον αριθµό των LDL-Rs και εποµένως αυξάνει 
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την LDL στο πλάσµα. Η αύξηση της διαιτητικής χοληστερόλης προκαλεί µεγαλύτερη 

αύξηση της LDL-C στα άτοµα µε FH σε σχέση µε τα φυσιολογικά άτοµα (Connor et 

al.,  1990). 

 To είδος των λιπαρών οξέων και το περιεχόµενο των τροφίµων σε 

χοληστερόλη παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στην εφαρµογή της δίαιτας για τη 

θεραπεία της FH. Τα κορεσµένα λίπη µειώνουν την ηπατική έκφραση του LDLR  και 

αυξάνουν τη σύνθεση της VLDL. Το πιο δραστικό κορεσµένο οξύ σε αυτή την 

περίπτωση είναι το παλµιτικό οξύ (C16:0), όµως και το λαυρικό (C12:0) και το 

µυριστικό (C14:0) µπορούν να µειώσουν τους LDL-Rs. Τα µονοακόρεστα λίπη 

βρίσκονται σε έλαια φυτικής και ζωικής προέλευσης. Η επίδρασή τους στα επίπεδα 

της LDL-C πιστεύεται ότι είναι ουδέτερη (Grundy et al., 1990). Τα πολυακόρεστα 

λιπαρά οξέα αποτελούν συστατικά των κυτταρικών µεµβρανών και είναι πρόδροµοι 

των προσταγλαδινών. ∆ιακρίνονται σε ω-6 και ω-3 και προσλαµβάνονται από την 

τροφή. Τα ω-6 λιπαρά οξέα µπορούν να µειώσουν τα επίπεδα χοληστερόλης καθώς 

αυξάνουν τη δραστηριότητα των LDL-R ενώ σε µεγάλες ποσότητες µπορεί να 

µειώσουν την HDL-C (Grundy et al., 1990). Για το λόγο αυτό η πρόσληψή τους δεν 

πρέπει να περνά το 6% της προσλαµβανόµενης ενέργειας. Η κύρια δράση των ω-3 

είναι η µείωση των τριγλυκεριδίων µέσω της µείωσης της VLDL (Goodnight et al.,  

1982). 

 Πρόσφατα αποκαλύφθηκε ότι οι φυτικές στερόλες και στανόλες έχουν 

ευεργετική δράση στην µείωση της LDL-C µειώνοντας την εντερική απορρόφηση της 

χοληστερόλης (Cleghorn et al., 2003). Οι φυτικές στερόλες, όπως η σιτοστερόλη και 

η καµπεστανόλη, απορροφούνται ελάχιστα (<10%) και τα επίπεδα στο πλάσµα 

ρυθµίζονται από την εντερική απορρόφηση και την χολική έκκριση (Ling et al., 1995, 

Kris-Etherton et al., 2002). Η χορήγηση φυτικών στερολών και στανολών σε παιδιά 

µε FH µείωσε την LDL-C κατά 10-15% (Amudsen et al., 2002, Gylling et al., 1995). 

Τα επίπεδα στερολών και στανολών στο πλάσµα ασθενών µε FH είναι υψηλότερα σε 

σχέση µε τα επίπεδα σε µάρτυρες (Ketomaki et al., 2003) και συνεχίζουν να 

αυξάνουν κατά τη διάρκεια της θεραπείας µε στατίνη (Miettinen et al., 2003).  

 Σε άτοµα υψηλού κινδύνου όπως οι είναι ασθενείς µε FH ακολουθείται η 

δίαιτα που βασίζεται σε “θεραπευτικές αλλαγές τρόπου ζωής” (Therapeutic Lifestyle 

Changes-TLC). H δίαιτα αυτή συνιστάται από τον Μάιο του 2001 όταν µέσω του 

ΝCEP δηµοσιοποιήθηκαν οι νέες οδηγίες για την αντιµετώπιση των υψηλών 

επιπέδων χοληστερόλης, στο Πλαίσιο Θεραπείας Ενηλίκων ΙΙΙ (Adult Treatment 

Panel III-ATP III). Η δίαιτα αυτή, εµπλουτισµένη µε φυτικές στερόλες και στανόλες, 

έχει τις κατάλληλες συστάσεις θρεπτικών συστατικών και µπορεί να εφαρµοστεί σε 

όλους τους ασθενείς µε FH ακόµη και σε παιδιά πάνω από 2 ετών (Πίνακας 1.6). Σε 
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συνδυασµό µε τη δίαιτα συνιστάται τουλάχιστον µέτρια φυσική δραστηριότητα για την 

κατανάλωση 200 θερµίδων ανά ηµέρα. 

 ∆ιαφορές στα επίπεδα λιπιδίων παρατηρούνται και ανάµεσα σε ασθενείς που 

φέρουν την ίδια µετάλλαξη. Η σηµασία των διατροφικών παραγόντων στην FH 

επιβεβαιώθηκε από τη µελέτη των Pimstone et al., κατά την οποία συγκρίθηκαν τα 

επίπεδα λιπιδίων και η εµφάνιση καρδιαγγειακής νόσου σε Κινέζους που ζούσαν 

στην Κίνα και στον Καναδά (Pimstone et al., 1998). Μεγαλύτερα επίπεδα LDL-C 

παρατηρήθηκαν στους ετεροζυγώτες µε FH που ζούσαν στον Καναδά σε σχέση µε 

αυτούς που ζούσαν στην Κίνα. Αυτές οι διαφορές αποδόθηκαν εν µέρει στα 

διαφορετικά επίπεδα άσκησης αλλά πολύ περισσότερο στις διατροφικές συνήθειες.  

Παρ’ ότι η δίαιτα στους ασθενείς µε FH δεν είναι επαρκές µέσο για τη θεραπεία, θα 

πρέπει να συµπεριλαµβάνεται σε κάθε αγωγή. Ο κύριος στόχος της δίαιτας  είναι η 

µείωση της LDL-C. Υπολογίζεται ότι η διατροφή που αποτελείται από λαχανικά, 

φρούτα, όσπρια, ψάρι, γαλακτοκοµικά χωρίς λιπαρά, 100mg ανά ηµέρα σε 

χοληστερόλη, 20% θερµίδες από λίπος και 6% από κορεσµένα λιπαρά οξέα, µπορεί 

να µειώσει την LDL-C του πλάσµατος κατά 18-21% στους ετεροζυγώτες (Hopkins et 

al.,  2003).  
 

 

Πίνακας 1.6. Συνιστώµενη ηµερήσια πρόσληψη θρεπτικών συστατικών δίαιτας για ασθενείς 

µε FH. 

Θρεπτικό Συστατικό Συνιστώµενη Ηµερήσια Πρόσληψη 

Κορεσµένα Λίπη <7% συνολικών θερµίδων 

Πολυακόρεστα Λίπη ≤10% συνολικών θερµίδων 

Μονοακόρεστα λίπη ≤20% συνολικών θερµίδων 

Ολικό Λίπος 25-35% συνολικών θερµίδων 

Υδατάνθρακες 50-60% συνολικών θερµίδων 

Φυτικές Ίνες 20-30g  

Πρωτεΐνες  15% συνολικών θερµίδων 

Χοληστερόλη ≤200mg 

Συνολικές Θερµίδες  Για τη διατήρηση του σωµατικού βάρους 

Φυτικές στερόλες/στανόλες 1.5-2.5g 

 

 

 

1.11.2 Φαρµακευτική αγωγή 

 O κύριος στόχος της φαρµακευτικής αγωγής που εφαρµόζεται σε ασθενείς FH 

είναι η µείωση των επιπέδων της LDL-C, και δευτερεύον στόχος η αύξηση της HDL-
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C. Σύµφωνα µε το ΑΤΡ ΙΙΙ, το επιθυµητό αποτέλεσµα της θεραπείας είναι η µείωση 

της LDL-C σε <130-160mg/dL (<3.4-4.1mmol/L) σε άτοµα που δεν έχουν εµφανίσει 

καρδιακά προβλήµατα και σε <100mg/dL (<2.6mmol/L) σε άτοµα που έχουν 

εµφανίσει (Illingworth et al., 1993). Πρόσφατα έγινε µια αναθεώρηση του ΑΤΡ ΙΙΙ, από 

το NCEP (Grundy et al., 2004), βασισµένη σε µελέτες όπου έγινε χρήση στατινών για 

την µείωση της LDL-C. Οι οδηγίες δεν προτείνουν αλλαγή των θεραπευτικών στόχων  

για την LDL-C, αλλά πιο εντατικές θεραπείες για την µείωση της LDL-C. ∆ύο είναι οι 

προτάσεις (1) LDL-C <100mg/dL (<2.6mmol/L) για ασθενείς που δεν έχουν εµφανίσει 

καρδιακά προβλήµατα και (2) <70mg/dL (<1.8mmol/L) γι’ αυτούς που ανήκουν σε 

οµάδα πολύ υψηλού κινδύνου. Χαρακτηριστικά των ασθενών που ανήκουν στην 

οµάδα πολύ υψηλού κινδύνου είναι η ύπαρξη CAD και ένα ή περισσότερα από τα 

παρακάτω (1) διαβήτης (2) άλλες µορφές καρδιαγγειακής νόσου (πχ. 

αθηροσκλήρυνση καρωτίδας) (3) κάπνισµα (4) µεταβολικό σύνδροµο (5) έµφραγµα 

µυοκαρδίου τα τελευταία 2 χρόνια. Κάποια από τα παραπάνω δεν ισχύουν για τους 

ασθενείς µε FΗ καθώς αποκλείονται κατά την διάγνωση της νόσου πχ. σακχαρώδης 

διαβήτης, µεταβολικό σύνδροµο.  

 Tα φάρµακα που κυρίως χρησιµοποιούνται για τη θεραπεία των ασθενών µε 

FH είναι οι στατίνες, οι ρητίνες (resins ή bile acid sequestrants) και το νικοτινικό οξύ. 

Από αυτά τα πιο αποτελεσµατικά είναι οι στατίνες.  

 Οι στατίνες είναι αναστολείς της HMG-CoA  αναγωγάσης και έχουν τα πιο 

δραστικά αποτελέσµατα στη µείωση της LDL-C (Πίνακας 1.7). Η αναστολή της 

HMG-CoA  αναγωγάσης έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση της ηπατικής σύνθεσης της 

LDL και την αύξηση της σύνθεσης της HMG-CoA αναγωγάσης και των LDL-R. Οι 

στατίνες επίσης µειώνουν την παραγωγή της VLDL και αυτό εξηγεί και τη µείωση που 

προκαλούν στα επίπεδα των τριγλυκεριδίων (Ιsusi et al., 2000, Funatsu et al., 2001).  

Tα φάρµακα που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία είναι η λοβαστατίνη, η 

φλουβαστατίνη, η σιµβαστατίνη, η προβαστατίνη, η ατορβαστατίνη και η 

ροσουβαστατίνη. Η δράση των στατινών έχει επιβεβαιωθεί σε ασθενείς µε υψηλά 

επίπεδα LDL-C. Επίσης, η δράση της πραβαστατίνης (Gaddi et al., 1991, Knipscheer 

et al., 1996), της λοβαστατίνης (Stein et al.,  1999), της φλουβασττίνης (Koizumi et 

al., 1995), της σιµβαστατίνης (de Sauvage Nolting et al., 2002), της ατορβαστατίνης 

(Marais et al., 1997) και της ροσουβαστατίνης (Stein et al., 1999, Lind et al., 2004) 

έχει επιβεβαιωθεί και σε ετεροζυγώτες ασθενείς µε FH.                                                                               

 Παρά τη αποτελεσµατικότητα των στατινών κάποιοι ασθενείς δεν φτάνουν τα 

επιθυµητά επίπεδα LDL-C. Σε µια µελέτη από τους Wierzbicki et al., το 77% και το 

90% των ετεροζυγωτών µε FH που έπαιρναν ατορβαστατίνη και σιµβαστατίνη 

αντίστοιχα δεν έφτασαν τα 135mg/dL για την LDL-C. Η συνδυαστική θεραπεία 
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πιθανόν να έχει καλύτερα αποτελέσµατα σε αυτές τις περιπτώσεις (Wierzbicki et al, 

1999).  

 Ακόµη ένας πολύ σηµαντικός παράγοντας για την αξιολόγηση των στατινών 

είναι η εκτίµηση της µακροχρόνιας αποτελεσµατικότητάς τους. Κάποιες έρευνες 

έχουν δείξει µείωση της αποτελεσµατικότητάς τους λίγο µετά από την έναρξη της 

θεραπείας ή µετά από µακροχρόνια χρήση (Fieseler et al., 1991, Simons et al., 

1992). 

 Οι πιο συνηθισµένες παρενέργειες των στατινών είναι η ηπατοτοξικότητα και 

οι ανωµαλίες στη λειτουργία των σκελετικών µυών. Η µυοπάθεια και η 

ραβδοµυόλυση χαρακτηρίζονται από µυϊκό πόνο και αδυναµία και σχετίζονται µε τα 

επίπεδα της κινάσης της κρεατίνης που περνούν τα φυσιολογικά κατά 10 φορές. Η 

µυοπάθεια έχει συχνότητα 1:1,000 και εξαρτάται από τη δόση της στατίνης που 

χορηγείται. Οι προτεινόµενες δόσεις είναι: 10mg ατορβαστατίνης, 20mg 

σιµβαστατίνης, 40mg λοβαστατίνης, 40mg πραβαστατίνης και 40mg φλουβαστατίνης. 

Η δραστικότητα των στατινών εµφανίζει µεγάλη ποικιλότητα ανάµεσα στους ασθενείς 

µε FH γεγονός που αποδεικνύει επηρεάζεται από περιβαλλοντικούς και γενετικούς 

παράγοντες.  

 

 
Πίνακας 1.7. Συγκριτικά αποτελέσµατα δράσης φαρµάκων για τη µείωση των λιπιδίων σε 

ετεροζυγώτες ασθενείς µε FH (Πηγή Report of a WHO consultation). 
 Φάρµακευτικη Αγωγή Μείωση LDL-C (%) 

Στατίνες 20-55 

Νικοτινικό Οξύ 15-30 

Ρητίνες 15-30 

 

 

 
 

 

 

 Για την επίτευξη των επιθυµητών επιπέδων LDL-C πολλές φορές χρειάζεται 

εφαρµογή συνδυαστικής θεραπείας. Ο συνδυασµός στατινών µε ρητίνες ή ezetimibe 

είναι η πρώτη επιλογή όταν στόχος είναι η µείωση της LDL-C κατά 50% (Davidson 

2002). 

 Οι ρητίνες είναι αρκετά αποτελεσµατικές για τη µείωση της LDL-C και έχουν 

δοκιµαστεί σε πολλές κλινικές µελέτες. Οι ρητίνες εµποδίζουν την απορρόφηση των 

χολικών οξέων. Η µεγάλη έκκριση χολικών οξέων οδηγεί σε µετατροπή της 

χοληστερόλης σε χολικά άλατα, σε µείωση της ηπατικής χοληστερόλης και αύξηση 

των LDL-Rs (Shepherd, 1989). Η χορήγηση ρητινών µειώνει την LDL-C κατά 15-30% 
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σε ετεροζυγώτες µε FH αλλά οι παρενέργειες σε πολλές περιπτώσεις περιορίζουν τη 

χρήση τους (Insull et al., 1991, Hunninghake et al.,1995, Pavastatin Multicenter 

Study Group, 1993). Παρ’ όλα, αυτά καινούριες ρητίνες χρησιµοποιούνται ως 

εναλλακτική µονοθεραπεία και συνιστώνται αντί για στατίνες, ειδικά στα παιδιά και 

στις γυναίκες. Ο συνδυασµός δε στατίνης και ρητίνης µπορεί να µειώσει την LDL-C 

έως και 50%. (Illingwotrth, 1989). Οι ρητίνες δεν χορηγούνται σε ασθενείς µε 

χαρακτηρισµένη καρδιαγγειακή νόσο που ακολουθούν παράλληλα και άλλη θεραπεία 

γιατί  επηρεάζουν την απορρόφηση των φαρµάκων (Durrington, 1995). 

 Το ezetimibe είναι ένα νέο φάρµακο που εµποδίζει την εντερική απορρόφηση 

της χοληστερόλης παρεµποδίζοντας τη µεταφορά της στο εντερικό τοίχωµα (Sudhop 

et al., 2002). Ως µονοθεραπεία, µειώνει την LDL-C κατά µέσο όρο 20% (Dujovne et 

al, 2002, Harris et al., 2003, Knopp et al., 2003). O συνδυασµός του (10mg) µε 

στατίνη οδηγεί σε περαιτέρω µείωση της LDL-C κατά 14-25% (Davidson et al., 2002, 

Gagne et al., 2002). Σε οµοζυγώτες FH που έκαναν LDL-αφαίρεση κάθε 2 εβδοµάδες 

και έπαιρναν σιµβαστατίνη ή ατορβαστατίνη, η χορήγηση 10mg ezetimibe µείωσε την 

χοληστερόλη επιπλέον, κατά 9% µέσα σε 4 εβδοµάδες (Yamamoto et al., 2005) 

 

1.11.3 Άλλες θεραπευτικές επιλογές 

 Οι οµοζυγώτες µε FH  δεν ανταποκρίνονται επαρκώς στην θεραπεία που 

εφαρµόζεται στους ετεροζυγώτες (δίαιτα-φαρµακευτική αγωγή) καθώς παράγουν 

ελάχιστους λειτουργικούς LDL-R. Για τους ασθενείς αυτούς εφαρµόζεται 

πλασµαφαίρεση και LDL αφαίρεση. Η πλασµαφαίρεση εφαρµόστηκε πρώτη φορά το 

1975 σε οµοζυγώτες µε FH (Thomson et al., 1975). Το πλάσµα αποµακρύνεται µε 

συνεχόµενη ροή και εισέρχεται ξανά αφού έχουν αφαιρεθεί η LDL, ILDL, VLDL και  

HDL. Το µειονέκτηµα της µεθόδου είναι ότι µειώνει και την HDL-C, αναφέρεται όµως 

ότι τα επίπεδα της επανέρχονται µέσα σε µια εβδοµάδα (Thomson et al., 1985). Η 

LDL-C σε ασθενείς που έκαναν πλασµαφαίρεση και έπαιρναν νικοτινικό οξύ, 

µειώθηκε κατά 50% (Postglione  et al., 1985).  

 Μελέτη 6 χρόνων έδειξε ότι η µείωση στην LDL-C ήταν µεγαλύτερη σε 

εκείνους που ακολούθησαν θεραπεία πλασµαφαίρεσης σε σχέση µε εκείνους που 

ακολουθούσαν φαρµακευτική αγωγή (-58 vs. -28%) (Honurijku FH LDL Apheresis 

Group et al., 1998). Επιπλέον, τα καρδιακά επεισόδια ήταν κατά 72% χαµηλότερα 

στην οµάδα της πλασµαφαίρεσης σε σχέση της φαρµακευτικής αγωγής. 

 Η LDL αφαίρεση δεν µειώνει την HDL-C αλλά µε ειδικές στήλες (dextran 

sulfate cellulose) αποµακρύνονται µόνο οι λιποπρωτεΐνες που περιέχουν Apo-Β, 

(Bambauer et al., 1997, Fadul et al., 1997).  
 Και µε τις δυο µεθόδους µειώνονται τα επίπεδα της ΤC κατά 60-70%, της 
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LDL-C κατά 70-80%, της VLDL-C κατά 65-75% και της λιποπρωτεΐνης α κατά 60-

70% (Gordon et al., 1994, Lane et al., 1995). Με τη διακοπή της διαδικασίας τα 

επίπεδα των λιποπρωτεϊνών αυξάνονται και πάλι. Η συχνότητα της θεραπείας 

υπολογίζεται ώστε οι συγκεντρώσεις των λιποπρωτεϊνών να παραµένουν στα 

επιθυµητά επίπεδα. Η αφαίρεση LDL από το πλάσµα επαναλαµβάνεται κάθε 1-2 

εβδοµάδες και η πλασµαφαίρεση 2 φορές την εβδοµάδα και διαρκεί περίπου 3 ώρες. 

Η πιο συχνή παρενέργεια είναι η  υπόταση που εµφανίζεται στο 3% των ασθενών 

που έχουν υποστεί πλασµαφαίρεση (Seidel, 1996). 

 Η µεταµόσχευση ήπατος αποτελεί θεραπεία σε οµοζυγώτες FH που δεν 

παράγουν λειτουργικούς LDL-R (Bilheimer, 1989) και δεν ανταποκρίνονται σε άλλα 

είδη θεραπείας. Η πρώτη µεταµόσχευση ήπατος έγινε το 1983 σε ένα κορίτσι 6 ετών 

οµόζυγο για FH (Starzl et al., 1984). Λόγω της προχωρηµένης καρδιαγγειακής νόσου 

και των επανειληµµένων εµφραγµατικών επεισοδίων συγχρόνως έγινε και 

µεταµόσχευση καρδιάς. Τα επίπεδα LDL-C µειώθηκαν κατά 81%, ο καταβολισµός 

της χοληστερόλης αυξήθηκε κατά 2.5 φορές και τα ξανθώµατα άρχισαν να 

υποχωρούν (Starzl et al., 1984). Η µεταµόσχευση ήπατος µειώνει κατά πολύ την 

LDL-C, όµως παράλληλα, όπως έγινε και στην παραπάνω περίπτωση, πρέπει να 

χορηγείται ανοσοκατασταλτική αγωγή.   

  

 

1.12 Άλλα γονίδια που εµπλέκονται στην ανάπτυξη της CAD 
 Η επίδραση των µεταλλάξεων του LDLR στην λειτουργικότητα των 

υποδοχέων χαρακτηρίζεται από µεγάλη ποικιλότητα. Συνακόλουθα, λόγω της 

ύπαρξης διαφορετικών µεταλλάξεων, ποικίλει και η διαµόρφωση του λιπιδαιµικού 

προφίλ των ασθενών µε FH αλλά και η συχνότητα εµφάνισης CAD. Ο φαινότυπος 

της FH ενώ σε µεγάλο ποσοστό οφείλεται στον τύπο της µετάλλαξης του LDLR, 

φαίνεται να επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες, περιβαλλοντικούς ή γενετικούς 

(Wittekoek et al., 1998, Pimstone et al., 1998, Wittekoek et al., 1999, Bertolini et al., 

2004).  

 Το γονίδιο της ΑpoE βρίσκεται στη θέση 19q13.2 και είναι ένα από τα πιο 

ευρέως µελετηµένα στους ασθενείς µε FH. Η Αpo-E παίζει ρόλο στο µεταβολισµό 

καθώς συµµετέχει στην εξάλειψη των λιποπρωτεϊνών που είναι πλούσιες σε 

τριγλυκερίδια. Αποτελεί συνδετικό µόριο (ligand) για διάφορους υποδοχείς 

συµπεριλαµβανοµένου και του LDL-R. ∆οµικά “λάθη” στην Apo-E οδηγούν σε 

εξασθενηµένη αλληλεπίδραση των λιποπρωτεϊνών, που περιέχουν Αpo-E, µε τους 

υποδοχείς και οδηγούν σε δισλιπιδαιµία, αθηρογένεση και πρόωρη CAD (Brewer et 

al., 1983).  
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 Η ApoE έχει 3 ισοµορφές: E2, E3, E4 που προκύπτουν από δύο 

πολυµορφισµούς στις θέσεις 2059(T/C) ή 112 (Cys/Arg) και 2197(C/T) ή 158 

(Arg/Cys). Οι απλότυποι που αντιστοιχούν σε κάθε ισοµορφή είναι  Cys112/Arg158 για 

την Ε3, Cys112/1Cys158 για την Ε2 και Arg112/Arg158 για την E4.  

 Η E2 είναι λειτουργικά αδρανής και σχετίζεται µε CAD κάτω από 

συγκεκριµένες συνθήκες (Brewer et al., 1983). Σε σύγκριση µε την E3 η E4 ισοµορφή 

έχεις συσχετιστεί µε υψηλότερα επίπεδα χοληστερόλης και αυξηµένο κίνδυνο CAD, 

στο γενικό πληθυσµό (Davignon et al., 1988, Hallman et al., 1991, Cumming et al., 

1984, Wilson et al., 1994). Η επίδραση του γονότυπου ApoE στα επίπεδα λιπιδίων 

και την εµφάνιση CAD σε ασθενείς µε FH έχει εκτιµηθεί από πολλές µελέτες, όµως τα 

αποτελέσµατα είναι αντικρουόµενα (Ferrieres et al.,  1995, Vuorio et al., 1997, 

Carmena- Ramon et al., 2000, Bertolini et al., 2000, Lambert et al., 2001, Mozas et 

al., 2003, Bertolini et al., 2004).  

 Η οικογένεια των παραοξονασών (paraoxonase-PON) αποτελείται από 3 

µέλη:  PON 1, PON-2 και PON 3 τα οποία βρίσκονται στο χρωµόσωµα 7 στη θέση 

7q21.3-22.1 (Primo-Parma et al., 2004). Σε αντίθεση µε το PON 1, που εκφράζεται 

κυρίως στο ήπαρ, το  PON-2 εκφράζεται σχεδόν παντού (Primo-Parma et al., 2004, 

Mochizuki et al., 1998). Το PON-2 έχει την ικανότητα να µειώνει το οξειδωτικό στρες 

και να προστατεύει από την οξείδωση της LDL-C. Τα κύτταρα που έχουν αυξηµένη 

έκφραση του PON-2 παρουσιάζουν λιγότερο οξειδωτικό στρες (Ng et al. 2001). 

Προηγούµενες µελέτες έχουν συσχετίσει τον πολυµορφισµό Ser311Cys στο PON-2 

µε τα επίπεδα TC, LDL-C και Apo-B (Leus et al., 2001).  

 Η PON υδρολύει το παρανιτροφαινυλο-διαιθυλοφωσφορικό οξύ (Paraoxon-

PO) το οποίο απενεργοποιεί την LPL. Η LPL παίζει ρόλο στην υδρόλυση των 

τριγλυκεριδίων από τα χυλοµικρά και την VLDL. Το γονίδιο της LPL βρίσκεται στη 

θέση 8p22. Η ώριµη πρωτεΐνη αποτελείται από 448 αµινοξέα και για την έκφραση του 

ενζύµου απαιτείται η δηµιουργία οµοδιµερούς συµπλέγµατος (Fisher et al., 1997). 

∆ιάφοροι πολυµορφισµοί στην LPL µεταξύ των οποίων οι D9N, N291S, S447X έχουν 

µελετηθεί για την επίδρασή τους στον φαινότυπο της FH (Wittekoek et al., 1999, 

Bertolini et al., 2004). 

 O αναστολέας του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου τύπου 1 (Plasminogen 

Activator Inhibitor 1-PAI-1) είναι ο πρωταρχικός ανατολέας του PA και του 

ενεργοποιητή πλασµινογόνου τύπου ουροκινάσης. Έχει αναφερθεί ότι ο PAI-1 

εµπλέκεται στην CAD καθώς οδηγεί σε εξασθενηµένη ινωδόλυση (Juhan-Vague et 

al., 1993). ∆έκα πολυµορφισµοί στο γονίδιο PAI-1 έχουν αναφερθεί µεταξύ των 

οποίων και η αντικατάσταση T σε G στη θέση +11053 της 3’ µη µεταφραζόµενης 

περιοχής. Παρά το ότι το PAI εµπλέκεται στη εξέλιξη της CAD o πολυµορφισµός δεν 
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έχει µελετηθεί σε ασθενείς µε FH . 

 Ένα άλλο γονίδιο µεγάλου ενδιαφέροντος είναι το ινωδογόνο (fibrinogen). Το 

προϊόν αυτού και πιο συγκεκριµένα το ινώδες αποτελούν µόρια που πυροδοτούν την 

ινωδολυτική διεργασία, ενώ η µετατροπή του ινωδογόνου σε ινώδες αποτελεί το 

τελευταίο στάδιο της διεργασίας της πήξης. Τα αυξηµένα επίπεδα ινωδογόνου έχουν 

συσχετιστεί µε αυξηµένο κίνδυνο CAD (de Maat et al., 1998) και το 50% των 

επιπέδων του στο πλάσµα οφείλονται σε γενετικούς παράγοντες. Πολλοί 

πολυµορφισµοί έχουν βρεθεί στα γονίδια που κωδικοποιούν τις 3 αλυσίδες του 

ινωδογόνου, α, β, και γ και βρίσκονται στο χρωµόσωµα 4. Παρ’ όλα αυτά επειδή η 

µελέτη της σύνθεσης β-αλυσίδας είναι περιορισµένη, οι περισσότερες έρευνες 

επικεντρώνονται σε αυτό το γονίδιο. Από τους πολυµορφισµούς στο γονίδιο της β-

αλυσίδας (FGB) ο -455G/A έχει µελετηθεί περισσότερο από όλους στις κλινικές 

µελέτες. Ο πολυµορφισµός δεν έχει συσχετιστεί µε τα επίπεδα λιπιδίων άµεσα, αλλά 

έµµεσα µέσω της συσχέτισης µε το ινωδογόνο. τα επίπεδα του τελευταίου σχετίζονται 

µε των λιπιδίων (Lam et al., 1999). 

 Το µονοξείδιο του αζώτου (nitric oxide-NO), προϊόν του ενδοθηλίου, 

συµµετέχει στην διατήρηση της φυσιολογικής λειτουργίας του και έχει αντιθροµβωτική 

δράση. Συµµετέχει στην εκκαθάριση των ROS και εµποδίζει τη συσσωµάτωση, την 

ενεργοποίηση και την συγκόλληση των αιµοπεταλίων (Loscalzo et al., 1995). Το NO 

παράγεται από την συνθετάση του ΝΟ (NOS). Στα θηλαστικά υπάρχουν 3 ισοµορφές 

της NOS  (Schmidt et al., 1991). Αρκετοί πολυµορφισµοί υπάρχουν στο γονίδιο που 

κωδικοποιεί τη NOS 3. Ο A-922G δεν έχει µελετηθεί αρκετά και είναι πολύ πιθανό να 

επηρεάζει τον φαινότυπο της FH καθώς η µη φυσιολογική λειτουργία του ενδοθηλίου 

είναι χαρακτηριστικό της υπερχοληστερολαιµίας (Nakayama et al.,1999).  

 Tο κολπικό νατριδιουριτικό πεπτίδιο (Atrial Natriuretic Polypeptide-ANP) είναι 

η πρόδροµη µορφή της πρωτεΐνης που ονοµάζεται αποµονωµένο κολπικό 

αµυλοειδές (isolated atrial amyloid-IAA) (Takahashi et al., 1998). Από προηγούµενες 

αναφορές φαίνεται ότι το κολπικό Κ νατριουδιουριτικό πεπτίδιο (atrial K-natriuretic 

peptide K-hANP) του πλάσµατος έχει προστατευτικό ρόλο κατά της συνάθροισης του 

αµυλοειδούς (Μaioli et al., 2001). Παρά το ότι ο ρόλος και η κλινική σηµασία του IAA 

δεν είναι ακριβείς, αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι τα αυξηµένα επίπεδα ANP 

πιθανόν να σχετίζονται µε αυξηµένα καρδιακά επεισόδια. Πρόσφατα αποτελέσµατα 

υποστηρίζουν ότι η HDL δρα προστατευτικά κατά της αµυλοείδωσης, εµποδίζοντας ή 

µειώνοντας τη δηµιουργία ινιδίων αµυλοειδούς (Μaioli et al., 2001). 

 Αρκετοί πολυµορφισµοί έχουν βρεθεί στο γονίδιο ANP, και οι πιο µελετηµένοι 

σχετίζονται µε την υπέρταση που προκύπτει από ακατάλληλη διατροφή (Rutledge et 

al., 1995, Kato et al., 2000). Ένας από αυτούς είναι και ο T2238C που έχει 
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συσχετιστεί και µε έµφραγµα του µυοκαρδίου (Kato et al., 2000). Η απαλοιφή του 

σηµείου αναγνώρισης από την περιοριστική ενδονουκλεάση Sca I στο γονίδιο του 

πρόδροµου ΑNP λόγω της αλλαγής T>C στο κωδικόνιο λήξης οδηγεί σε 

επιµηκυσµένη µορφή του ANP, δηλαδή το πεπτίδιο των 28 αµινοξέων αυξάνεται σε 

30 αµινοξέα µε την προσθήκη δύο µορίων αργινίνης. Ένας άλλος πολυµορφισµός 

στο εξόνιο 1 G664A οδηγεί σε αντικατάσταση βαλίνης από µεθειονίνη στη θέση 7 

(Haluska et al., 1999). 
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2.1 ∆ιάγνωση FH 

 Η διάγνωση ασθενών µε FH πραγµατοποιήθηκε από καρδιολόγους του 

Λιπιδαιµικού τµήµατος της Καρδιολογικής Κλινικής του Ιπποκράτειου νοσοκοµείου. 

Τα κριτήρια επιλογής των ατόµων ήταν τα υψηλά επίπεδα TC (>360mg/dL) και LDL-

C (>200mg/dL) και τα φυσιολογικά επίπεδα τριγλυκεριδίων (triglycerides-TG) 

(<175mg/dL). Τα δευτερογενή αιτία υπερχοληστερολαιµίας (υποθυρεοειδισµός, 

σακχαρώδης διαβήτης, ηπατική ή νεφρική ανεπάρκεια) αποτέλεσαν αίτια 

αποκλεισµού. Στο οικογενειακό ιστορικό όλων των ασθενών υπήρχαν περιαστατικά 

στεφανιαίας νόσου και υπερχοληστερολαιµίας, και σε συγγενείς πρώτου ή δεύτερου 

βαθµού τουλάχιστον ένα περιστατικό υπερχοληστερολαιµίας ή ξανθωµάτων. Ως 

ύπαρξη CAD στους ασθενείς ορίστηκε η υποβολή σε αγγειοπλαστική (Percutaneous 

Transiluminal Coronary Angioplasty-PTCA), η αορτοστεφανιαία παράκαµψη 

(coronary bypass surgery-CBS) καθώς και το περιστατικό εµφράγµατος του 

µυοκαρδίου (myocardial infarction-MI). Η ταυτοποίηση της FH έγινε σύµφωνα µε τα 

κλινικά κριτήρια του προγράµµατος US MEDPED.  

 Αµέσως µετά τη διάγνωση καταγράφηκαν πληροφορίες σχετικά µε το 

κάπνισµα και την κατανάλωση αλκοόλ, τις διατροφικές συνήθειες, και την άσκηση. 

Παράλληλα έγιναν σωµατοµετρικές µετρήσεις (βάρος, ύψος, περιφέρεια µέσης, 

γλουτών). Υπολογίστηκε ο δείκτης µάζας σώµατος (Body Mass Index-BMI) σε kg/m2  

και ο λόγος περιφέρειας µέσης/γλουτών (waist to hip ratio-w/h ratio). Η τιµή της 

συστολικής πίεσης >140mmHg και της διαστολικής >90mmHg ή και κάθε περίπτωση 

ασθενούς που γινόταν χρήση αντιυπερτασικών φαρµάκων ορίστηκαν ως υπέρταση. 

Η διάγνωση του σακχαρώδη διαβήτη, για τον αποκλεισµό περιστατικών από τη 

µελέτη, έγινε σύµφωνα µε τα κριτήρια της Εξειδικευµένης Επιτροπής για τη ∆ιάγνωση 

και Κατηγοριοποίηση του Σακχαρώδη ∆ιαβήτη (Expert Committee on the Diagnosis 

and Classification of Diabetes mellitus) (γλυκόζη νηστείας στο αίµα >6.9mmol/l). 

 

 
2.2 Αναλύσεις αίµατος (γενικές, βιοχηµικές).  
 Η λήψη δειγµάτων αίµατος έγινε στη Μονάδα Λιπιδίων τους τµήµατος της 

Καρδιολογικής Κλινικής του Ιπποκράτειου νοσοκοµείου, προκαθορισµένη πρωϊνή 

ώρα µεταξύ 8-10π.µ. µετά  από 12ωρη νηστεία. Η γενική ανάλυση αίµατος και οι 

βιοχηµικές εξετάσεις (LDL-C, HDL-C, τριγλυκερίδια) έγιναν µε εφαρµογή ενζυµικής 

µεθόδου χρωµατογραφίας, (Technicon automatic analyser RA 1000) 

συµπεριλαµβανοµένων  και Apo-ΑΙ και Β, και λιποπρωτεΐνης α (Lipoprotein a-Lp(a)) 

(BNII Dade Behring automatic nephelometer).  
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2.3 Εφαρµογή θεραπείας  
 Αµέσως µετά τη διάγνωση, στα άτοµα χαµηλότερου κινδύνου (<25 ετών 

χωρίς CAD, γεροντότοξο ή ξανθώµατα), έγινε έναρξη υγεινοδιαιτητικής αγωγής 

διάρκειας 45 ηµερών σύµφωνα µε τις οδηγίες του NCEP ATPIII. Η έναρξη της 

θεραπείας µε στατίνη, σε αυτή την οµάδα, έγινε µετά από 45 ηµέρες σύµφωνα µε τις 

συµβουλές των καρδιολόγων της συνεργαζόµενης κλινικής. Οι ασθενείς 

προσέρχονταν στην κλινική ανά ενάµιση µήνα για επανάληψη σωµατοµετρικών 

µετρήσεων και εξετάσεων αίµατος (γενικές, βιοχηµικές και άλλων παραγόντων) έως 

να επιτευγχθεί η ταυτοποίηση της δόσης του φαρµάκου.  

 Στα άτοµα υψηλότερου κινδύνου (>25 ετών, µε CAD ή γεροντότοξο ή 

ξανθώµατα), έγινε έναρξη θεραπείας µε στατίνη αµέσως µετά τη διάγνωση. Οι 

ασθενείς προσέρχονταν στην κλινική ανά ενάµιση µήνα για επανάληψη 

σωµατοµετρικών µετρήσεων και εξετάσεων αίµατος (γενικές, βιοχηµικές και άλλων 

παραγόντων) έως να επιτευγχθεί η ταυτοποίηση της δόσης του φαρµάκου.  

Μετά την ταυτοποίηση της δόσης του φαρµάκου, οι ασθενείς και των δύο 

οµάδων προσέρχονταν στην κλινική ανά 4-6 µήνες. Στόχος και στις δύο περιπτώσεις 

ήταν η µείωση των επιπέδων της LDL-C στο αίµα σε <100mg/dL.  
 

 
2.4 Ασθενείς  
 Συνολικά στην έρευνα συµµετείχαν 183 ασθενείς µε FH, εκ των οποίων 139 

περιπτώσεις δείκτες (probands) και 44 συγγενείς τους. Χαρακτηριστικά τους ήταν η 

υψηλή TC (>290mg/dL) και LDL-C (>200mg/dL), υψηλότερη του 95ου 

εκατοστηµόριου για την ηλικία και το φύλο, ενώ τα επίπεδα TG ήταν φυσιολογικά 

(<175mg/dL). Η παρουσία θανατηφόρου ή µη, καρδιαγγειακού επεισοδίου (σύµφωνα 

µε τις οδηγίες του WHO) µεταξύ συγγενών πρώτου ή δεύτερου βαθµού ήταν 

καθοριστική για την διάγνωση της FH. Ξανθώµατα τενόντων δεν ήταν εµφανή σε 

όλες τις περιπτώσεις. Όλα τα δεδοµένα (βιοχηµικές και σωµατοµετρικές µετρήσεις 

των ασθενών) που παρουσιάζονται στην παρούσα µελέτη αφορούν τιµές πριν την 

έναρξη της θεραπείας.  

 Μεταξύ των ασθενών ήταν και µια οικογένεια στην οποία βρέθηκε η 

πρωτοαναφερόµενη µετάλλαξη -45delT. Η πρώτη ασθενής από την οικογένεια 

(περίπτωση δείκτης) που απευθύνθηκε στο Λιπιδαιµικό τµήµα της Καρδιολογικής 

Κλινικής του Ιπποκράτειου νοσοκοµείου λόγω υπερχοληστερολαιµίας, γεννήθηκε το 

1962. Η ασθενής δεν ασκούταν συστηµατικά, δεν κάπνιζε, και είχε φυσιολογική 

αρτηριακή πίεση και επίπεδα γλυκόζης στο αίµα. Όσον αφορά τις σωµατοµετρικές 

µετρήσεις, ο λόγος w/h ήταν 69cm/96cm (0.72) και το BMI 21.1kg/m2. Στην ασθενή 
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δεν παρατηρήθηκαν γεροντότοξο ή ξανθώµατα τενόντων. Τα επίπεδα λιπιδίων ήταν: 

TC 335mg/dL, HDL-C 49mg/dL, LDL-C 276mg/dL, TG 47mg/dL και Lp (a) 29mg/dL. 

Μετά από 6 µήνες εφαρµογής µεσογειακής δίαιτας µε βάση τις οδηγίες TLC σε 

συνδυασµό µε φαρµακευτική αγωγή (20mg/ηµέρα ατορβαστατίνη), η LDL-C 

µειώθηκε κατά 40% (από 276mg/dL σε 176,4mg/dL). Ο πατέρας της ο οποίος 

ανέφερε ότι είχε υψηλή TC και LDL-C και είχε υποβληθεί σε επέµβαση 

αορτοστεφανιαίας παράκαµψης στην ηλικία των 70 ετών, κατέληξε πρόσφατα από 

CAD. Η ασθενής είχε 5 αδέρφια εκ των οποίων µόνο η µία αδερφή της ήταν 

υπερχοληστερολαιµική, ενώ οι υπόλοιποι είχαν φυσιολογικά επίπεδα χοληστερόλης.  

Η Επιτροπή Βιοηθικής του Χαροκοπείου Πανεπιστηµίου ενέκρινε τη µελέτη 

(Παράρτηµα 2). Οι ασθενείς ενηµερώθηκαν για την έρευνα και τα οφέλη της και για τη 

συµµετοχή τους ήταν απαραίτητη η ενυπόγραφη συγκατάθεσή τους. 
 

 

2.5 Γενετική ανάλυση 
2.5.1 Αποµόνωση DNA  

Υλικά και όργανα 

ΕDTA vacutainer (Becton Dickinson) 

Puregene DNA Purification kit (Gentra) 

Ρυθµιστικό διάλυµα ενυδάτωσης (Ηydration Buffer) (Gentra) 

Centrifuge 5810R Εppendorf 

BioPhotometer Eppendorf 

Περιγραφή  

 Από την αρχή της δειγµατοληψίας και µέχρι την ολοκλήρωσή της έγινε 

αποµόνωση γενωµικού DNA από 2ml ολικού αίµατος συλλεγµένο σε vacuteiner µε 

ΕDTA. Για την αποµόνωση του DNA χρησιµοποιήθηκε είτε (1) το kit Puregene DNA 

Purification σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή, ή (2) η µέθοδος NaCl όπως 

περιγράφεται από τους Miller et al., (Miller et al., 1988). Τo DNA αραιώθηκε σε 200µl 

διαλύµατος Ηydration Buffer.  

 Η συγκέντρωση και η καθαρότητα του DNA εκτιµήθηκε µε φωτοµέτρηση σε 

φασµατοφωτόµετρο. Το DNA αραιώθηκε 1:500 µε απιονισµένο H2O και στη συνέχεια 

µετρήθηκε η οπτική πυκνότητα (Optical Density-OD) στα 260 και στα 280nm. Με τη 

χρήση του λόγου OD260/OD280 εκτιµήθηκε η καθαρότητα του DNA. H συγκέντρωση 

του DNA υπολογίστηκε βάσει της ιδιότητας ότι 50µg/ml DNA έχουν OD ίσο µε τη 

µονάδα στα 260nm. Η εξίσωση που χρησιµοποιήθηκε είναι: 

Συγκέντρωση DNA (µg/ml) = αραίωση x 50 x τιµή OD260nm 
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2.5.2 PCR για ανάλυση µε  DGGE  

Υλικά και όργανα 

Taq πολυµεράση Dynazyme EXT, Buffer (10x), MgCl2 (Finzyme) 

dNTPs (Invitrogen) 

Ολιγινουκλεοτίδια-Εκκινητές (MWG Biotech) 

Αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O 

Quali PCR tubes 0.2ml (Kisker) 

Θερµικός κυκλοποιητής (MJ Research PTC-200 Thermal Cycler) 

Αρχή της µεθόδου 
 Η µέθοδος της PCR επιτρέπει την εκλεκτική αντιγραφή ειδικών τµηµάτων του 

DNA κατά εκατοµµύρια φορές µε µία αντίδραση πολυµερισµού, η οποία µιµείται in 

vitro τον τρόπο µε τον οποίο οι DNA πολυµεράσες του πυρήνα αντιγράφουν το DNA 

του κυττάρου. Η εφαρµογή της µεθόδου προϋποθέτει να είναι γνωστή η 

νουκλεοτιδική αλληλουχία που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. Η αλληλουχία αυτή 

χρησιµοποιείται για το σχεδιασµό δύο συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων (εκκινητών), 

ενός συµπληρωµατικού προς το 5΄ άκρο της µιας αλυσίδας του DNA και ενός 

συµπληρωµατικού προς το 5΄ άκρο της άλλης αλυσίδας. Οι εκκινητές, µήκους 

συνήθως 20-30 βάσεων, οριοθετούν τα άκρα του τελικού προϊόντος και λειτουργούν 

ως πρωταρχικά τµήµατα για in vitro σύνθεση DNA.  

Για τον πολυµερισµό είναι απαραίτητη η παρουσία περίσσειας των τεσσάρων 

τριφωσφορικών δεσοξυ-ριβονουκλεοτιδίων (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ιόντων 

µαγνησίου και της κατάλληλης DNA Taq πολυµεράσης. Η πολυµεράση παρουσιάζει 

τη µεγαλύτερη ενεργότητα πολυµερισµού στους 72°C, ενώ παραµένει ενεργή σε 

θερµοκρασία µέχρι 95°C.  

Η τεχνική της PCR περιλαµβάνει την κυκλική επανάληψη τριών αντιδράσεων 

(1) αποδιάταξη του δίκλωνου DNA σε υψηλή θερµοκρασία (94-96°C), (2) σύνδεση 

εκκινητών µε τις συµπληρωµατικές αλληλουχίες (σε θερµοκρασία που εξαρτάται 

αποκλειστικά από την αλληλουχία των εκκινητών), (3) σύνθεση DNA µε επιµήκυνση 

των εκκινητών χρησιµοποιώντας τα νουκλεοτίδια που βρίσκονται στο διάλυµα  και 

έχοντας ως καλούπι τις µονόκλωνες αλυσίδες του DNA κατά την 5΄-3΄κατεύθυνση 

(68-72°C). Οι νεοσυντιθέµενες αλυσίδες αποδιατάσσονται ξανά και οι µονόκλωνες 

αλυσίδες επανυβριδίζονται µε τους εκκινητές και ο κύκλος αυτός επαναλαµβάνεται 

25-40 φορές.  

Για την ανάλυση του προϊόντος της PCR µε DGGE είναι αναγκαία η 

προσθήκη 3 επιπλεόν βηµάτων (αποδιάταξη στους 99°C, και δηµιουργία 

ετεροδιµερών και οµοδιµερών στους 65°C και 37°C) (Ενότητα 2.5.3). 
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Περιγραφή  

 Με PCR πολλαπλασιάστηκαν, τµήµα του γονιδίου ΑpοB που περιείχε τις 

µεταλλάξεις R3500Q, R3500W, ο υποκινητής και τα 18 εξόνια του LDLR.  

 Η αντίδραση έγινε σε Quali PCR tubes χωρητικότητας 0.2ml. Αρχικά 

παρασκευάστηκε µίγµα το οποίο περιείχε 2.5µl Buffer (10x), 15mM MgCl2, 200µM 

dNTPs, 8pmols από τον κάθε εκκινητή (Πίνακας 2.1), 1unit Taq πολυµεράσης και 

αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O. Το µίγµα αναδεύτηκε και µοιράστηκε σε tubes και 

σε αυτό προστέθηκαν 200ng DNA. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης µε την προσθήκη 

του H2O στο µίγµα ήταν 25µl. 

 Τα tubes µεταφέρθηκαν σε θερµικό κυκλοποιητή στον οποίο η διαδικάσία της 

PCR έγινε σύµφωνα µε τα προγράµµατα που παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.1.  Οι  

εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό κάθε περιοχής και η 

αλληλουχία GC του κάθε εκκινητή παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.2.  

 

 
Πίνακας 2.1.  Πρόγραµµατα της PCR για τον πολλαπλασιασµό των περιοχών που 

αναλύθηκαν µε DGGE. Στο βήµα 3 (σύνδεση εκκινητών) οι θερµοκρασίες είναι a: για όλα τα 

εξόνια εκτός b: εξόνιο 4 (5’), c: εξόνιο 10 και ApoB, d: εξόνιο 11 και e: εξόνιο 15. 

Βήµα Θερµοκρασία (°C) Χρόνος (min) 
1 95 5 
2 94 1 
3     66a, 60b, 68c, 65d, 5 
4 72 10 
5 99 7 
6 65 60 
7 37 60 

 
 
 
Πίνακας 2.2. Αλληλουχία των εκκινητών για τα εξόνια των γονιδίων LDLR και ApoB και 

αναµενόµενα µεγέθη προϊόντων PCR. 

Περιοχή/ Εξόνιο Εκκινητής Αλληλουχία Εκκινητή 5’-3’ 
Μέγεθος 

Προϊόντος (bp) 

Υποκινητής PF bAGGACTGGAGTGGGAATCAGAGC 252 

 PR TGCTGTGTCCTAGCTGGAAACCC  

1 1F aTTGAAATGCTGTAAATGACGTGG 256 

 1R CTGGCGCCTGGAGCAAGC  

2 2F bCGTGGTCAGTTTCTGATTCTGGCG 253 

 2R ATAAATGCATATCATGCCCAAAGG  

3 3F bTCGGCCTCAGTGGGTCTTTCACT 268 

 3R CCCCAGGACTCAGATAGGC  

4 (5’) 4IF bACTGCGGCAGCGTCCCCGGC 297 

 4IR GGATGCAGGTGGAGCTGTTGC  

x 40 κύκλοι   
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4 (3’) 4IIF ACCTGTGGTCCCGCCAGC 345 

 4IIR bCCAGGGACAGGTGATAGGACG  

5 5F bGGCCCTGCTTGTTTTTCTCTGG 282 

 5R AGCAGCAAGGCACAGAGAATGG  

6 6F bACGAAACTGAGGCTCAGACACACC 262 

 6R GCTCCCCACAAACTCTGCAAGC  

7 7F bAGAGTGACCAGTCTGCATCCCTGG 253 

 7R TTGGTTGCCATGTCAGGAAGC  

8 8F bTCCCCACCAAGCCTCTTCTCTC 222 

 8R CCACCCGCCGCCTTCC  

9 9F cCTGACCTCGCTCCCCGGACC 278 

 9R GGCTGCAGGCAGGGGCGACG  

10 10F GCAGTGAGATGAGGGCTCCTGG 349 

 10R bCCTGCAGCCCTCAGCGTCG  

11 11F bGGATCCTCCCCCGCCCTC 239 

 11R TGGCTGGGACGGCTGTCC  

12 12F GGCCCTCAGGCCCTCTGG 336 

 12R bCCGAGTTTTCTGCGTTCATCT   

13 13F aGTCTCTTCCTTGCTGCCTG 264 

 13R CACAAGGAGGTTTCAAGGTTGG  

14 14F aTCTCGTTCCTGCCCTGACTCC 274 

 14R GACACAGGACGCAGAAACAAGG  

15 15F dGGCACGTGGCACTCAGAAGAC 288 

 15R GGTGTGGTGGCGGGCCCAGTC  

16 16F aCTCCATTCTTGGTGGCCTTCC 239 

 16R CATAGCGGGAGGCTGTGACCTGG  

17 17F aGGGCAGCTGTGTGACAGAGCG 279 

 17R CATGGCTCTGGCTTTCTAGAGAGG  

18 18F aCCTGAGTGCTGGACTGATAGTTTCC 190 

 18R AAGGCCGGCGAGGTCTCAGG  

ΑpoB APOBF bGGAGCAGTTGACCACAAGCTTAGC 382 

 APOBR GGTGGCTTTGCTTGTATGTTCTCC  

a: CGCCCGCCGCCGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 

b: CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 

c: CGCCCGCGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGAAATAATAAA 

d: CGG 

 

 

2.5.3 DGGE  

Υλικά και όργανα 

40% ακρυλαµίδη/Bis 37.5/1 (Biorad) 

Υπερθειϊκό αµµώνιο (ΑPS) (Biorad) 

Φορµαµίδιο (Sigma) 

Ουρία (Genaxis Biotehnology) 

Tris Base (PRS Panreac) 

Οξικό Οξύ (Μerck) 

EDTA (Genaxis Biotechnology) 
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TEMED (Sigma)  

∆ιάλυµα TAE 50x 

Falcon 50ml (Greiner)  

Σύριγγες 25ml (Βiorad)  

Ρότορας (gradient maker) (Βiorad) 

Τζάµια παρασκευής πηκτώµατος (Biorad) 

Spacers (διαχωριστικά) (Βiorad) 

Σφιγκτήρες (clamps) (Βiorad) 

Βάση τοποθέτησης τζαµιών (Βιοrad) 

Loading dye (Biorad)  

D-Code Universal Detection System (Biorad)  

Lighting Volt OSP-250l, Power Supply (Owl Scientific Inc.) 

Χρωστική νουκλεϊκών οξέων πηκτώµατος SYBR Gold (Molecular Probes) 

High Performance Ultraviolet Transilluminator (UVP, Ultraviolet Products) 

Αρχή της µεθόδου 

 Οι συνηθισµένες µορφές ηλεκτροφόρησης τµηµάτων DNA, όπως αυτή σε 

πηκτώµατα αγαρόζης έχουν τη δυνατότητα να διαχωρίζουν δύο τµήµατα DNA 

σύµφωνα µε το µέγεθος και τη διαµόρφωση τους. Αντίθετα η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία των τµηµάτων αυτών δεν επηρεάζει το διαχωρισµό τους. Το πρόβληµα 

εποµένως της διαπίστωσης της οµοιότητας ή διαφοράς ως προς την αλληλουχία δύο 

µορίων DNA ίδιου µεγέθους απαιτεί µία διαφορετική προσέγγιση. Για το σκοπό αυτό 

µελετήθηκε µία άλλη ιδιότητα του DNA, η αποδιάταξη του. Το φαινόµενο αυτό 

οφείλεται στη θραύση των δεσµών υδρογόνου που συγκρατούν τις δύο 

συµπληρωµατικές αλυσίδες στη δίκλωνη έλικα µε αποτέλεσµα τη µετατροπή του 

δίκλωνου DNA σε µονόκλωνο. Η διαδικασία αυτή καλείται και τήξη του DNA. 

∆ιαπιστώθηκε ότι δύο µόρια DNA τα οποία έχουν το ίδιο µέγεθος και 

διαφέρουν ως προς τη νουκλεοτιδική τους αλληλουχία, έστω και σε ένα µόλις 

νουκλεοτίδιο, έχουν διαφορετική συµπεριφορά τήξης. Η διαπίστωση αυτή στάθηκε η 

αφορµή για την ανάπτυξη µεθόδων διαχωρισµού µορίων DNA. 

Η µεθοδολογία DGGE (Fischer et al., 1979) αναφέρεται στην ηλεκτροφόρηση 

τµηµάτων DNA σε πηκτώµατα πολυµερισµένης ακρυλαµίδης στα οποία υφίσταται 

ανιούσα κλίση αποδιατακτικών παραγόντων. Κατά την ηλεκτροφόρηση ενός µορίου 

DNA µέσα σε πήκτωµα στο οποίο υφίσταται γραµµική ανιούσα κλίση αποδιατακτικών 

παραγόντων όπως θερµοκρασία, ουρία και φορµαµίδιο µε διεύθυνση 

ηλεκτροφόρησης παράλληλη προς την κλίση αυτή, το µόριο θα κινείται ως δίκλωνο 

µέχρι τη θέση του πηκτώµατος όπου οι συνθήκες αντιστοιχούν στη θερµοκρασία 

τήξης του τµήµατος DNA. Στη θέση αυτή η νουκλεοτιδική αλυσίδα µεταπίπτει σε 
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µονόκλωνη µε αποτέλεσµα να αλλάζει η ηλεκτροφορητική συµπεριφορά του µορίου 

και η κίνησή του να υφίσταται ισχυρή ανάσχεση. Αν ηλεκτροφορούνται µαζί δύο 

µόρια DNA, τα οποία να διαφέρουν σε ένα έστω νουκλεοτίδιο στην περιοχή αυτή, 

τότε η συγκεκριµένη τήξη και στη συνέχεια ανάσχεση θα γίνει σε διαφορετική περιοχή 

του πηκτώµατος για κάθε µόριο, µε αποτέλεσµα το διαχωρισµό τους. 

Το πρόβληµα διαχωρισµού παραµένει στις περιοχές µε την υψηλότερη 

θερµοκρασία τήξης στο µόριο. Αν συνεχιστεί η αποδιάταξη του µορίου τότε τήκονται 

και οι τελευταίες περιοχές, µε αποτέλεσµα οι δύο αλυσίδες να διαχωρίζονται πλήρως 

και να χάνονται στο πήκτωµα, εφόσον δεν εστιάζονται σε συγκεκριµένο σηµείο του. Η 

PCR µε τη χρήση ειδικών εκκινητών έχει την ικανότητα να προσθέσει µια αλληλουχία 

µήκους 40-60bp πολύ πλούσια σε κυτοσίνη και γουανίνη σε ένα δεδοµένο τµήµα 

DNA που περιέχει µία περιοχή υψηλής και µια περιοχή χαµηλής θερµοκρασίας 

τήξης. Με αυτό τον τρόπο δίνεται η δυνατότητα ανίχνευσης µεταλλάξεων κει στις δύο 

περιοχές. Αυτό συµβαίνει γιατί η προστιθέµενη περιοχή, λόγω της µεγάλης 

περιεκτικότητας σε GC, έχει πολύ υψηλή θερµοκρασία τήξης, µε αποτέλεσµα η ήδη 

υπάρχουσα περιοχή µε υψηλή Τm του µορίου να αποδιατάσσεται νωρίτερα από την 

προηγούµενη. Κατά τον τρόπο αυτό η προστιθέµενη περιοχή, γνωστή ως GC-clamp, 

λειτουργεί ως “µανταλάκι”, διατηρώντας ενωµένες τις δύο αλυσίδες και πέραν του 

σηµείου αποδιάταξης της δεύτερης περιοχής του µορίου ώστε αυτό να έχει τη 

δυνατότητα ηλεκτροφόρησης και διαχωρισµού σύµφωνα µε τις αρχές της µεθόδου. 

 Η εικόνα που λαµβάνεται στην DGGE για ένα οµόζυγο φυσιολογικό άτοµο 

είναι µία ζώνη, εστιασµένη σε συγκεκριµένο ύψος του πηκτώµατος. Η εικόνα ενός 

οµόζυγου για κάποια µεταλλαγή ατόµου είναι και πάλι µία ζώνη, η οποία όµως 

εστιάζεται σε διαφορετικό σηµείο του πηκτώµατος. Στην περίπτωση ετεροζυγωτίας η 

εικόνα αλλάζει. Κατά κανόνα εµφανίζονται 4 ζώνες. Κάθε ζώνη αντιστοιχεί σε 

συγκεκριµένο τύπο µορίου DNA. Εµφανίζονται λοιπόν µία ζώνη που αντιστοιχεί στο 

φυσιολογικό DNA και µία ζώνη που αντιστοιχεί στο µεταλλαγµένο DNA. Οι δύο ζώνες 

αυτές ονοµάζονται οµοδιµερή. Οι άλλες δύο ζώνες ονοµάζονται ετεροδιµερή και 

οφείλονται στον ετερόλογο συνδυασµό των συµπληρωµατικών αλυσίδων DNA. Με 

άλλα λόγια τα ετεροδιµερή αποτελούνται από µία αλυσίδα προερχόµενη από το ένα 

γονίδιο και από µία άλλη από το άλλο γονίδιο.  

Περιγραφή  

 Η ανίχνευση των µεταλλάξεων έγινε µε ανάλυση των προϊόντων της PCR σε 

DGGE.  

Τα πηκτώµατα τοποθετήθηκαν µεταξύ δύο τζαµιών που χωρίζονται µε 

spacers. Η µόνωση, στα πλευρικά σηµεία στα οποία ενώνονται τα τζάµια έγινε µε 

σφιγκτήρες (clamps), (σχηµατίζεται “sandwich”). Η µόνωση στo κάτω µέρος του 
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“sandwich” έγινε τοποθετώντας το σε ειδική βάση. Στην κορυφή του καλουπιού 

τοποθετήθηκε µία “χτένα” για να σχηµατιστούν “πηγάδια”. 

 Για την παρασκευή των πηκτωµάτων ήταν αναγκαία η χρήση διαλυµάτων 

περιεκτηκότητας 0% και 80% αποδιατακτικών παραγόντων. Αυτά παρασκευάστηκαν 

µε τα υλικά που παρουσιάζονται στους Πίνακες 2.3, 2.4.  

 Η παρασκευή των πηκτωµάτων ξεκίνησε µε τοποθέτηση διαλύµατων 0% και 

80% αποδιατακτικών σε δύο δοχεία Falcon χωρητικότητας 50ml µε (Πίνακας 2.5). 

Τα δύο διαλύµατα που πρεοέκυψαν είχαν όγκο 16ml και συγκεντρώσεις ίσες µε τα 

όρια της επιθυµητής κλίσης (ένα χαµηλής και ένα υψηλής συγκέντρωσης) (Πίνακας 
2.5). Σε αυτά προστέθηκε υπερθειϊκό αµµώνιο (ΑPS), και TEMED και µεταφέρθηκαν 

από τα δοχεία Falcon σε δύο σύριγγες χωρητικότητας 25ml. Οι σύριγγές 

τοποθετήθηκαν στο ρότορα (gradient maker) (το διάλυµα µε την υψηλή συγκέντρωση 

τοποθετείται στο πρώτο δοχείο και το διάλυµα χαµηλής στο δεύτερο). Ένας σωλήνας 

συνδέθηκε µε τα άκρα των συριγγών και τοποθετήθηκε ανάµεσα στα τζάµια. Με  

αυτό τον τρόπο και τη χρήση του ρότορα δηµιουργήθηκε πήκτωµα ανιούσας κλίσης 

αποδιατακτικών παραγόντων ανάµεσα στα τζάµια. Στον Πίνακα 2.6 παρουσιάζεται η 

προτεινόµενη κλίση του πηκτώµατος για κάθε περιοχή που αναλύθηκε. Ο 

πολυµερισµός του πηκτώµατος ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα. 

 Στο πήκτωµα “φορτώθηκαν” 6-8µl προϊόντος PCR µε 2µl χρωστικής (loading 

dye) και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε συσκευή D-Code Universal 

Detection System  στους 60°C, και 35V από τροφοδοτικό Lighting Volt, για 20 ώρες.  

Η χρώση του πηκτώµατος έγινε, αφού αφαιρέθηκε από τα τζάµια, σε 500ml 

διαλύµατος χρώσης (500ml TAE 1x και 50µl χρωστικής νουκλεϊκών οξέων 

πηκτώµατος SYBR Gold), για 15 λεπτά, και η εµφάνισή του σε συσκευή υπεριώδους 

φωτός (High Performance Ultraviolet Transilluminator).  

 

 
Πίνακας 2.3. Υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή πυκνών διαλυµάτων για 

χρήση σε DGGE 

 40% 
Ακρυλαµίδη 

50x  
Tris Acetate (ΤΑE) pH 8.0 

10% APS  

242.0g Tris Base  0.1g APS  

57.1ml Οξικό Οξύ   

100 ml 0.5M EDTA pH 8.0   

40% 

Ακρυλαµίδη/Bis 

37.5/1  H2O έως 1000 ml 
Αραίωση 1:50 µε απιονισµένο H2O για παρασκευή διαλύµατος1x 

H2O έως 1ml 
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Πίνακας 2.4. Υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή διαλυµάτων µε 0% και 80% 

αποδιατακτικούς παράγοντες. 

0% Αποδιατακτικοί  80% Αποδιατακτικοί 

75ml 40% Ακρυλαµίδη 75ml 40% Ακρυλαµίδη 

10ml 50x TAE  10ml 50x TAE 50x 

 160ml Φορµαµίδιο 

 170g Ουρία 

H2O έως 500ml H2O έως 500ml 

 

 

 
Πίνακας 2.5. ∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των πηκτωµάτων µε 

αποδιατακτικούς παράγοντες. 

 20% 30%   40%   60% 70%    80% 

∆ιάλυµα 0% (ml) 12 10 8      4 2 0 

∆ιάλυµα 80% (ml) 4 6 8            12 14 16 

APS 10% (µl) 130 130 130 130 130 130 

TEMED (µl) 14 14 14 14 14 14 

 

 

 
Πίνακας 2.6. Προτεινόµενη κλίση αποδιατακτικών παραγόντων για κάθε περιοχή που 

αναλύθηκε µε DGGE. 

Περιοχή/ Εξόνιο   % Κλίση 

Υποκινητής, 2, 3, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 17      30-70 

1, 4, 7, 8, 9, 14, 15, 16, 18      40-80 

ΑpoB      20-60 

 

 

 

2.5.4 Ανάγνωση πρωτοδιάταξης DNA-Sequencing 

Υλικά και όργανα 

Quali PCR tubes 0.2ml (Kisker)  

HotStart Taq πολυµεράση, Buffer (10x) µε 15mM MgCl2 (Qiagen) 

Q solution 5x (Qiagen) 

dNTPs (Invitrogen)  

Αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O 

Ολιγινουκλεοτίδια-Eκκινητές (MWG Biotech) 
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DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing kit (ABI PRISM) 

ABI 3700 Genetic Analyzer (Perkin Elmer, Applied Biosystems, CA) 
Αρχή της µεθόδου 
 Στη µέθοδο αυτή χρησιµοποιείται µια αλυσίδα DNA ως καλούπι για τη 

σύνθεση µιας συµπληρωµατικής αλυσίδας, µε καθορισµένη ποσότητα των διδέοξυ 

αναλόγων (τριφωσφορικά 2’,3’-διδέοξυνουκλεοσίδια) των νουκλεοτιδίων 

(τριφωσφορικά δέοξυνουκλεοσίδια) από τα οποία λείπει η 3’-ΟΗ. Αποτέλεσµα είναι 

όταν ενσωµατώνονται στη νεοσυντιθέµενη αλυσίδα DNA να δρουν ως σηµεία λήξης. 

Για τη διαδικασία απαιτείται ολιγονουκλεοτίδιο, συµπληρωµατικό µε ένα τµήµα του 

καλουπιού, που χρησιµεύει ως εκκινητής. 

 Το σύµπλεγµα καλουπιού-εκκινητή µοιράζεται σε 4 µέρη και στο καθένα 

προστίθεται DNA πολυµεράση. Ένα µέρος επωάζεται µε µείγµα ddGTP και των 

τεσσάρων τριφωσφορικών νουκλεοσιδίων, από τα οποία το ένα είναι σηµασµένο µε 

µια φθορίζουσα οµάδα. Καθώς αρχίζει ο πολυµερισµός του εκκινητή οι θέσεις της 

γουανίνης καταλαµβάνονται από το φυσιολογικό dG  αλλά συχνά ενσωµατώνεται 

ddGTP οπότε σταµατάει ο πολυµερισµός. Παρόµοιες επωάσεις γίνονται και 

παρουσία καθενός από τα τρία υπόλοιπα ddNTPs, µε αποτέλεσµα τη λήξη του 

πολυµερισµού στις θέσεις C, Α ή Τ. Στο τέλος έχουµε µια σειρά από σηµασµένες 

αλυσίδες, τα µήκη των οποίων θα εξαρτώνται από τη σχετική θέση της 

συγκεκριµένης βάσης από το άκρο του DNA. Tα τέσσερα µείγµατα ηλεκροφορούνται 

στο τέλος σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και γίνεται διαχωρισµός των αλυσίδων 

βάση του µήκους τους. Καθώς οι αλυσίδες ηλεκτροφορούνται περνούν από 

ανιχνευτή λέιζερ ο οποίος συµπίπτει µε το τέλος του πηκτώµατος. Εκεί µετριέται η 

απορρόφηση και µέσω προγράµµατος υπολογιστή η εικόνα µετατρέπεται σε 

χρωµατογράφηµα.  

Περιγραφή 

 Η ταυτοποίηση των µεταλλάξεων που βρέθηκαν µε DGGE, επιβεβαιώθηκε µε 

ανάγνωση της πρωτοδιάταξης του DNA. Το πρώτο βήµα της διαδικασίας ήταν η 

PCR.  

 Η αντίδραση έγινε σε Quali PCR tubes χωρητικότητας 0.2m. Αρχικά 

παρασκευάστηκε µίγµα το οποίο περιείχε 3µl Buffer µε 15mM MgCl2 , 6µl Q solution, 

200µM dNTPs, 20pmols από τον κάθε εκκινητή (Πίνακας 2.7), 1unit Taq 

πολυµεράσης και αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O. Το µίγµα αναδεύτηκε και 

µοιράστηκε σε tubes και σε αυτό προστέθηκαν 100ng DNA. Ο τελικός όγκος της 

αντίδρασης µε την προσθήκη του H2O στο µίγµα ήταν 30µl. 

 Τα tubes µεταφέρθηκαν σε θερµικό κυκλοποιητή όπου εφαρµόστηκε το 

πρόγραµµα: αποδιάταξη στους 95°C για 10’, 30 κύκλοι: 95°C για 1’, 60°C για 1’, 
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72°C  για 1’30’’, τελική επιµήκυνση στους 72°C για 2’. 

Στη συνέχεια η ανάγνωση της πρωτοδιάταξης του DNA έγινε µε το kit 

DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing. Για την αντίδραση, που έγινε σε Quali PCR 

tubes χωριτηκότητας 0.2ml, χρησιµοποιήθηκαν 4µl του προϊόντος της PCR, 4µl 

Termi-Mix, και 20pmols εκκινητή. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης µε την προσθήκη 

απιονισµένου H2O ήταν 20µl. Το πρόγραµµα για την ανάγνωση πρωτοδιάταξης 

ξεκίνησε µε αποδιάταξη στους 90°C για 2’. Ακολούθησαν 30 κύκλοι: 95°C για 30’’, 

60°C ή 67° (για το εξόνιο 4(3’)) για 30’’, 55°C  για 4’. Για τη ανάλυση της αλληλουχίας 

του προϊόντος της αντίδρασης χρησιµοποιήθηκε ο αναλυτής ABI 3700 Genetic 

Analyzer. Κάθε µετάλλαξη επιβεβαιώθηκε µε την ανάγνωση δεύτερου δείγµατος 

προς δύο κατευθύνσεις. 

 

 
Πίνακας 2.7. Αλληλουχία εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάγνωση της 

πρωτοδιάταξης, των εξονίων του LDLR όπου βρέθηκαν µεταλλάξεις. 
Περιοχή/ Εξόνιο Εκκινητής Αλληλουχία Εκκινητή 5’-3’ 

Υποκινητής PF AGGACTGGAGTGGGAATCAGAGC 

 PrR TGCTGTGTCCTAGCTGGAAACCC  

1 1f TTGAAATGCTGTAAATGACGTGG 

 1r CTGGCGCCTGGAGCAAGC 

2 2f CGTGGTCAGTTTCTGATTCTGGCG 

 2r ATAAATGCATATCATGCCCAAAGG 

3 3f TCGGCCTCAGTGGGTCTTTC  

 3r CCCCAGGACTCAGATAGGC 

4 (5’) 4If GACTGCGGCAGCGTCCCCGG  

 4Ir GGATGC AGGTGGAGCTGTTGC 

5 5f GGCCCTGCTTGTTTTTCTCTGG 

 5r AGCAGCAAGGCACAGAGAATGG 

6 6f ACGAAACTGAGGCTCAGACACACC  

 6r GCTCCCCACAAACTCTGCAAGC 

8 8f TCCCACCAAGCCTCTTTCTCT  

 8r CCACCCGCCGCCTTCC 

9 9f CTGACCTCGCTCCCCGGACC 

 9r GGCTGCAGGCAGGGGCGACG 

10 10f GCAGTGAGATGAGGGCTCCTGG 

 10r GCAGTGAGATGAGGGCTCCTGG  

11 11f GGATCCTCCCCCGCCCTC 

 11r TGGCTGGGACGGCTGTCC  

12 12f GGCCCTCAGGCCCTCTGG 

 12r CCGAGTTTTCTGCGTTCATCTT  

13 13f GTCATCTTCCTTGCTGCCTG 

 13r CACAAGGAG GTTTCAAGGTTGG  

14 14f TCTCGTTCCTGCCCTGACTCC 

 14r GACACAGGACGCAGAAACAAGG  
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16 16f GCTCCATTTCTTGGTGGCCTTCC  

 16r CATAGCGGGAGGCTGTGACCTGG 

17 17f GGGGCAGCTGTGTGACAGAGCG 

 17r CATGGCTCTGGCTTTCTAGAGAGG 

 

 

 

2.5.5 Γρήγορη ανίχνευση µεταλλάξεων 

Υλικα και όργανα 

Ολιγινουκλεοτίδια-Εκκινητές (MWG Biotech) 

Taq πολυµεράση Dynazyme EXT, Buffer (10x), 15mM MgCl2 (Finzyme)  
dNTPs (Invitrogen) 

Mnl I, Buffer ΝΕ2 (10x) (New England Biolabs) 

Αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O 

Αγαρόζη 

DNA Ladder (µάρτυρας γνωστού µοριακού µεγέθους) 100bp (Takara) 

Nla ΙΙΙ, Buffer ΝΕ4 (10x), BSA (100%) (New England Biolabs)  

Quali PCR tubes 0.2ml (Kisker) 

Quali PCR tubes 0.5ml (Kisker) 

Θερµικός κυκλοποιητής (MJ Research PTC-200 Thermal Cycler) 

Αρχή της µεθόδου 

 Η εφαρµογή της µεθόδου πέψης µε περιοριστική ενδονουκλεάση (restriction 

enzyme digestion) γίνεται συνήθως στα προϊόντα της PCR. Οι περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες είναι ένζυµα που παράγονται από βακτήρια. Λέγονται 

ενδονουκλεάσες γιατί κόβουν το DNA στο εσωτερικό του µορίου και όχι στα άκρα, και 

περιοριστικές επειδή η δραστικότητά τους περιορίζεται σε ΄΄ξένο΄΄ DNA. Οι 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες αναγνωρίζουν ειδικές δίκλωνες αλληλουχίες DNA και 

κόβουν το µόριο µέσα ή κοντά στην αλληλουχία αναγνώρισης. Οι αλληλουχίες 

αναγνώρισης έχουν συνήθως µήκος 4-8 νουκλεοτίδια. Τα τµήµατα DNA που 

παράγονται από την πέψη µε µια περιοριστική ενδονουκλεάση έχουν πάντα τα ίδια 

άκρα, είτε έχουν κολλώδη άκρα (sticky ends), είτε όχι (blunt ends). Η συχνότητα και η 

θέση ανεύρεσης των αλληλουχιών αναγνώρισης οποιασδήποτε περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης µέσα σε ένα µόριο DNA, εξαρτάται από την ακριβή αλληλουχία του 

δείγµατος που εξετάζεται. Οι ιδιότητες των περιοριστικών ενδονουκλεασών µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν για την χαρτογράφηση ενός συγκεκριµένου µορίου DNA µε 

βάση τον εντοπισµό των θέσεων αναγνώρισης. 

Περιγραφή  

 Η µετάλλαξη -45delT στον υποκινητή του LDLR επιβεβαιώθηκε µε PCR και 
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πέψη µε περιοριστική ενδονουκλεάση καθώς η ύπαρξη της µετάλλαξης καταργεί την 

αλληλουχία σηµείου κοπής του ενζύµου.  

 Το πρώτο στάδιο της ανάλυσης ήταν η εφαρµογή PCR στον υποκινητή του 

LDLR. Η αντίδραση έγινε σε Quali PCR tubes χωρητικότητας 0.2ml.  

 Αρχικά παρασκευάστηκε µίγµα το οποίο περιείχε 2.5µl Buffer (10x), 15mM 

MgCl2, 200µM dNTPs, 10pmols από τους εκκινητές F 5’-

AAGACATTTGAAAATCACC-3’ και R 5’-AGGTTTCTAGCAGGGGG-3’, 1unit Taq 

πολυµεράσης και αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O. Το µίγµα αναδεύτηκε, 

µοιράστηκε στα tubes και προστέθηκαν 200ng DNA. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης 

µε την προσθήκη του H2O στο µίγµα ήταν 25µl. 

Τα tubes µεταφέρθηκαν σε θερµικό κυκλοποιητή και το πρόγραµµα της PCR 

περιλάµβανε αποδιάταξη στους 95°C για 10’, 30 κύκλους: 95°C για 45’’, 56°C για 

30’’, 72°C  για 30’’, και τελική επιµήκυνση στους 72°C για 10’.  

Ακολούθησε η πέψη του προϊόντος της PCR µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση. Σε Quali PCR tubes χωρητικότητας 0.5ml, τοποθετήθηκαν 10µl 

προϊόντος PCR (µεγέθους 51bp), 7 units της περιοριστικής ενδονουκλεάσης Mnl I, 

2µl Buffer ΝΕ2 (10x) και αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O µέχρι τελικού όγκου 20µl 

Η επώαση του µίγµατος πραγµατοποιήθηκε στους 37°C για 3 ώρες.  

Τα προϊόντα της πέψης διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης 4%, (Πίνακας 2.8) και τα µεγέθη τους (51bp, 42bp, 9bp) ταυτοποιήθηκαν 

χρησιµοποιώντας 400ng µάρτυρα γνωστού µοριακού µεγέθους 100bp (Ενότητα 

2.5.6). 

 Η µετάλλαξη V408M στο εξόνιο του LDLR επιβεβαιώθηκε µε PCR και πέψη 

µε περιοριστική ενδονουκλεάση καθώς η ύπαρξη της µετάλλαξης δηµιουργεί 

αλληλουχία σηµείου κοπής του ενζύµου.  

 Η PCR για το εξόνιο 9 του LDLR έγινε σε Quali PCR tubes χωρητικότητας 

0.2m. Αρχικά παρασκευάστηκε µίγµα το οποίο περιείχε 2.5µl Buffer (10x), 15mM 

MgCl2, 200µM dNTPs, 8pmols των εκκινητών F 5’-GGCTGCAGGCAGGGGCGA-3’ 

και R 5’-CTGACCTCGCTCCCCGGA-3’, 1unit Taq πολυµεράσης και 

αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O. Το µίγµα αναδεύτηκε, µοιράστηκε στα tubes και 

προστέθηκαν 200ng DNA. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης µε την προσθήκη του 

H2O στο µίγµα ήταν 25µl. 

Τα tubes µεταφέρθηκαν σε θερµικό κυκλοποιητή. Το πρόγραµµα της PCR 

περιλάµβανε αποδιάταξη στους 95°C για 10’, 30 κύκλους: 95°C για 45’’, 60°C για 

30’’, 72°C  για 30’’ και τελική επιµήκυνση στους 72°C για 10’. 

Ακολούθησε η πέψη του προϊόντος της PCR µε την περιοριστική 
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ενδονουκλεάση. Σε Quali PCR tubes χωρητικότητας 0.5ml, τοποθετήθηκαν 5µl 

προϊόντος PCR (µεγέθους 222bp), 5 units της περιοριστικής ενδονουκλεάσης Nla III, 

2µl Buffer ΝΕ4 (10x), 1µl BSA (100%) και αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O µέχρι 

τελικού όγκου 10µl. Η επώαση πραγµατοποιήθηκε στους 37°C για 3 ώρες.  

 Τα προϊόντα της πέψης διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης 2.5%, και τα µεγέθη τους (222bp, 123bp και 99bp) ταυτοποιήθηκαν 

χρησιµοποιώντας 400ng µάρτυρα γνωστού µοριακού µεγέθους 100bp (Ενότητα 

2.5.6). Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των πηκτωµάτων 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.8. 
 

2.5.6 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

Υλικά και όργανα 

Αγαρόζη (Invitrogen)  

Tris Borate Buffer  

Tris Base (PRS Panreac) 

0.5M EDTA (Genaxis Biotechnology)  

Βορικό Οξύ (AppliChem) 

DNA Ladder (µάρτυρας γνωστού µοριακού µεγέθους) 100bp (Takara) 

Lighting Volt OSP-250l, Power Supply (Owl Scientific Inc.)  

Αρχή της µεθόδου 

 Η µέθοδος της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα αγαρόζης στηρίζεται στο 

γεγονός ότι η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA κατά µήκος των πηκτωµάτων 

εξαρτάται κυρίως από το µοριακό µέγεθος του DNA και τη συγκέντρωση της 

αγαρόζης. Όσον αφορά το µοριακό µέγεθος, η ταχύτητα µετακίνησης είναι 

αντιστρόφως ανάλογη του µεγέθους των κλασµάτων DNA που ηλεκτροφορούνται και 

της συγκέντρωσης του πηκτώµατος. Χρησιµοποιώντας πηκτώµατα διαφορετικών 

συγκεντρώσεων µπορούµε να διαχωρίσουµε ένα µεγάλο εύρος µεγεθών DNA. 

Περιγραφή 

 Ο έλεγχος της επιτυχίας της PCR έγινε µε ηλεκτροφόρηση του προϊόντος σε 

πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 1% (Invitrogen), και της πέψης σε πηκτώµατα 

συγκέντρωσης που αναφέρονται στην ενότητα 2.5.5. 

Τα πηκτώµατα παρασκευάστηκαν σε κωνική φιάλη µε ανάµιξη διαλύµατος 

Tris Borate Buffer 0.5x και αγαρόζης, ανάλογα µε την επιθυµητή τελική συγκέντρωση 

του πηκτώµατος (Πίνακας 2.8). Το µίγµα θερµάνθηκε µέχρι βρασµού ώστε να 

διαλυθεί η αγαρόζη, και αφού κρυώσε προστέθηκε βρωµιούχο αιθίδιο (Πίνακας 2.8). 

Στη συνέχεια τοποθετήθηκε στο εκµαγείο της ηλεκτροφόρησης όπου πολυµερίστηκε 

σε περίπου 30’.  
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Στη συσκευή της ηλεκτροφόρησης προστέθηκαν 200ml ρυθµιστικού 

διαλύµατος TBE 0.5. Για τον έλεγχο της PCR ηλεκτροφορήθηκαν 4µl του προϊόντος 

της αντίδρασης, και για τον έλεγχο της πέψης 10µl του προϊόντος της αντίδρασης. 

Η ηλεκτροφόρηση για τον επαρκή διαχωρισµό των τµηµάτων DNA έγινε 

εφαρµόζοντας ρεύµα 5V/εκατοστό µήκους πεδίου µε τροφορδοτικό, για 45-90 λεπτά.  

 Προκειµένου να καθοριστούν τα µεγέθη µορίων DNA <500bp 

χρησιµοποιήθηκαν 400ng µάρτυρα γνωστού µοριακού µεγέθους 100bp (Παράρτηµα 

5).  

 
 
Πίνακας 2.8. Υλικά για την παρασκευή πηκτωµάτων αγαρόζης. 
Tris Borate (TBE) 5x Για το πήκτωµα 0.7%      1% 2.5%     4% 

54g Tris Base  Αγαρόζη (g)  0.7         1 2.5        4 

27.5g Βορικό Οξύ ΤΒΕ 0.5 x (ml) 100       100 100      100 

20ml 0.5M EDTA pH 8.0    

H2O έως 1000ml  

pH 8.3 
  

  Αραίωση 1:10 µε H2O για παρασκευή  
TBE 0.5x 

 

Παρασκευή σε κωνική φιάλη  

και θέρµανση σε φούρνο 

µικροκυµάτων για διάλυση 

αγαρόζης και προσθήκη 2µl 

βρωµιούχου αιθιδίου 10mg/ml   

 

 

 

2.5.7 Long PCR 

Υλικά και όργανα 

Taq πολυµεράση Expand Long Template PCR System, Buffer 3 (Roche) 

dNTPs PCR Grade (Roche) 

Ολιγινουκλεοτίδια-Εκκινητές (MWG Biotech) 

Quali PCR tubes 0.2ml (Kisker)  

Θερµικός κυκλοποιητής (MJ Research PTC-200 Thermal Cycler)  

Αρχή της µεθόδου 

 Η Long PCR είναι µια παραλλαγή της κλασσικής PCR (Ενότητα 2.5.2), µε 

διαφορά την εφαρµογή της σε µεγαλύτερα τµήµατα DNA. Τα όρια της περιοχής που 

πολλαπλασιάζεται καθορίζονται από τους εκκινητές. Εάν στο ένα χρωµόσωµα 

υπάρχει έλλειψη, εντός των ορίων των εκκινητών, το προϊόν της αντίδρασης θα 

αποτελείται από δύο τµήµατα διαφορετικού µεγέθους: ενός φυσιολογικού µεγέθους 

και ενός µικρότερου, ανάλογα µε το µέγεθος της έλλειψης σε  bp. Τα προϊόντα της 

αντίδρασης διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (Ενότητα 2.5.8). 
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Περιγραφή 

 H τεχνική εφαρµόστηκε για την ανίχνευση µεγάλων ελλείψεων µεγέθους 

>500bp. Οι αντιδράσεις έγιναν σε Quali PCR tubes χωρητικότητας 0.2ml. 

Προετοιµάστηκαν δύο µίγµατα αντίδρασης. Το πρώτο περιείχε 200µM dNTPs, και 

9pmols από τον κάθε εκκινητή (Πίνακας 2.10) και είχε τελικό όγκο που αντιστοιχούσε 

σε 12.5µl για κάθε δείγµα που αναλύθηκε. Το µίγµα µοιράστηκε σε  tubes όπου 

προστέθηκαν 200ng DNA, και υπέστη αρχική αποδιάταξη σε προθερµασµένο 

θερµικό κυκλοποιητή στους 94οC για 4’.   

Μόλις ολοκληρώθηκε η αποδιάταξη προστέθηκε στα ίδια tubes το δεύτερο 

µίγµα το οποίο περιείχε 2.5 µl Buffer 3, 3 units Taq πολυµεράση και αποστειρωµένο-

απιονισµένο H2O µέχρι τελικού όγκου 12.5µl. Ο συνολικός όγκος της αντίδρασης 

ήταν 25µl. 

 Για την ανάλυση ολόκληρου του γονιδίου, ο LDLR χωρίστηκε σε 5 περιοχές 

υπερκαλύπτοντας η µία την άλλη (Εικόνα 2.1), και για κάθε µία έγινε ξεχωριστή 

αντίδραση.  

 Οι εκκινητές και το πρόγραµµα της PCR για κάθε περιοχή παρουσιάζονται 

στους Πίνακες 2.10 και 2.11 αντίστοιχα.  

 

 
Πίνακας 2.10. Αλληλουχία των εκκινητών για τις περιοχές του LDLR που  αναλύθηκαν µε 

Long PCR. 

Περιοχή Εκκινητής Αλληλουχία Εκκινητή 5’-3’ 

1 5907 CCTGGCGACACACTTTCGAAGG 

 2R ATAAATGCATATCATGCCCAAAGG 

2 SP64 TCCTTCCTCTCTGGCTCTCACAG 

 A2 CTCTTGGCTGGGTGAGGTGG 

3 SP82 AGAAGACGTTTATTTATTCTTTCAG 

 N2 CAAACGATCCAGACTGGAGG 

4 SP57 CCTTTCTCCTTTTCCTCTCTCTCSG 

 SP73 AGCCCTCAGCGTCGTGGATACGCAC 

5 SP76 TCTCCTTATCCACTTGTGTGTCTAG 

 SP11 GCTTTGGTCTTCTCTGTCTTTGAAT 
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Πίνακας 2.11. Πρόγραµµα Long PCR για κάθε περιοχή του LDLR που αναλύθηκε για 

µεγάλες ανακατατάξεις. 

Περιοχή 1 Περιοχές 2,4 Περιοχή 3 Περιοχή 5 
Θερµοκρασία 

(°C) 
Χρόνος Θερµοκρασία 

(°C) 
Χρόνος 

(min) 
Θερµοκρασία 

(°C) 
Χρόνος 

(min) 
Θερµοκρασία 

(°C) 
Χρόνος 

(min) 
92 4min 92 4min 92 4min 92 4min 

92 10sec 92 10sec 92 10sec 92 10sec 

63 30sec 64 30sec 62 30sec 60 30sec 

68 11min 68 11min 68 11min 68 11min 

92 4min 92 4min 92 4min 92 4min 

63 10sec 64 10sec 62 10sec 60 10sec 

68 30sec 68 30sec 68 30sec 68 30sec 

68   11min +15 

sec/κύκλο 

68   11min +15 

sec/κύκλο 

68 11min+15    

sec/κύκλο 

68 11 min +15 

sec/κύκλο 

 

 

 

 
Εικόνα 2.1. Το γονίδιο του LDLR χωρισµένο στις 5 περιοχές οι οποίες πολλαπλασιάστηκαν 

µε Long PCR. 
 

 

2.5.8 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων Long PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 

Υλικά και όργανα 

Αγαρόζη (Invitrogen)  

Tris Borate Buffer  

Tris Base (PRS Panreac) 

0.5M EDTA (Genaxis Biotechnology)  

Βορικό Οξύ (AppliChem) 

DNA Ladder (µάρτυρας γνωστού µοριακού µεγέθους) 1kb+ (Invitrogen). 

Lighting Volt OSP-250l, Power Supply (Owl Scientific Inc.)  

Αρχή της µεθόδου 

 Η µέθοδος της ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της Long PCR σε πήκτωµα 

αγαρόζης ακολουθεί τις αρχές της ηλέκροφόρησης προϊόντων της PCR (Ενότητα 
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2.5.6). Τα αναµενόµενα αποτελέσµατα σε περίπτωση που υπάρχει έλλειψη είναι µία 

ζώνη φυσιολογικού µεγέθους που αντιστοιχεί στο φυσιολογικο αλληλόµορφο (Εικόνα 
2.1) και µια ζώνη µικρότερου µεγέθους (σε bp) που αντιστοιχούν στην έλλειψη. Στην 

περίπτωση απουσίας έλλειψης, είναι ορατή µία ζώνη φυσιολογικού µεγέθους που 

αντιστοιχεί και στα δύο φυσιολογικά αλληλόµορφα. 

Περιγραφή 

 Από το προϊόν της Long PCR, 5µl ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 

0.7% µε διάλυµα Tris Borate 0.5x (Πίνακας 2.8), σε 50V, για 1 ώρα και 30 λεπτά για 

τον επαρκή διαχωρισµό των µορίων. Χρησιµοποιήθηκαν 400ng µάρτυρα γνωστού 

µοριακού µεγέθους 1kb+. Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των 

πηκτωµάτων παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.8. 

 

2.5.9 Πολλαπλή PCR για την ανάλυση πολυµορφισµών (Multiplex PCR) 

Υλικά και όργανα 

MicroAmp PCR Tubes (Perkin-Elmer Cetus) 

dNTPs (Perkin-Elmer Cetus) 

deaza-dGTP (Boehringer Mannheim Biochemichals) 

DMSO 

Tris-HCl (0.2M) 

Πολυµεράση AmpliTaq Gold (Perkin-Elmer Cetus) 

Θερµικός κυκλοποιητής (Gene Amp PCR System 9600, Perkin-Elmer Cetus) 

Αποδιατακτικό διάλυµα (1.6% NaOH) 

Mεµβράνη νάιλον (Molecular Systems (Alameda, CA) 

Αναδευτήρας επώασης (Hot Shaker plus, Bellco, Vineland) 

SSPE (20x φωσφορικό νάτριο µε ΝaCl EDTA) 

SDS 20% (Roche Diagnostic Systems) 

βιοτίνη/στρεπταβιδίνη και ραφανιδική υπεροξειδάση (Roche Diagnostic Systems) 

Κιτρικό 40X (Roche Diagnostic Systems) 

Yπόστρωµα A: H2O2 0.01% σε κιτρικό διάλυµα (Roche Diagnostic Systems) 

Υπόστρωµα B: 3,3’,5,5’ τετραµέθυλοβενζιδίνη 0,1% σε διµεθυλφορµαµίδιο 4X 

(Roche Diagnostic Systems) 

Typing Tray wells (strips) (Roche Diagnostic Systems) 

Αρχή της µεθόδου 

 Η αρχή της Multiplex PCR είναι ίδια µε της PCR, µε µόνη διαφορά ότι 

χρησιµοποιούνται περισσότερα από δύο ζεύγη εκκινητών. Συνεπώς, το τελικό προϊόν 

της αντίδρασης περιέχει περισσότερες από µία πολλαπλασιασµένες περιοχές. 
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 Η ανίχνευση συγκεκριµένων αλληλουχιών των περιοχών αυτών µπορεί να 

γίνει µε µοριακό υβριδισµό, τεχνική που βασίζεται στην ιδιότητα του µονόκλωνου 

DNA να ενώνεται (ζευγαρώνει) µε συµπληρωµατικές αλληλουχίες (ανιχνευτές) 

ακινητοποιηµένες σε ειδική µεµβράνη. 

Περιγραφή 

 Για τον γονότυπο της ΑpoE έγινε ανάλυση σε 104 ασθενείς περιπτώσεις 

δείκτες, για τους PON-2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, PAI-1 T11053G, FGB G-455A 

και NOS A-922G σε 84 ασθενείς και για τους ANP A664G και T2238C σε 83. Τα 

άτοµα που αναλύθηκαν για τους συγκεκριµένους πολυµορφισµούς δεν είχαν καµία 

συγγένεια µεταξύ τους και η επιλέχθηκαν τυχαία από το δείγµα των 139 ασθενών 

(probands). Το πρώτο στάδιο για την ανάλυση γνωστών πολυµορφισµών που 

σχετίζονται µε την CAD ήταν 2 αντιδράσεις πολλαπλής PCR σε θερµικό κυκλοποιητή 

όπως περιγράφεται από τους Cheng et al., (Cheng et al., 1998, Cheng et al., 1999).  

To κάθε δείγµα (50ng DNA) πολλαπλασιάστηκε παρουσία 20mM Tris-HCl, 8.5% 

DMSO, 0.1mM dNTPs, 0.3Mm 7-deaza-dGTP, 1.7mM MgCl2 και 7 units Taq 

πολυµεράσης AmpliTaq Gold. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 50µl. Το 

πρόγραµµα της PCR περιλάµβανε αποδιάταξη στους 94°C για 12.5’, 33 κύκλους: 

96°C για 15’’, 60°C για 1’, 72°C για 1.25’, και τελική επιµήκυνση στους 68°C για 5’. 

(Cheng et al. 1998, Cheng et al., 1999).  

 Ακολούθησε η διαδικασία της υβριδοποίησης των προϊόντων της PCR σε 

µεµβάνες µε ακινητοποιηµένους ανιχνευτές. Ποσότητα 20µl προϊόντος της PCR 

αποδιατάχθηκαν µε ίσο όγκο αποδιατακτικού διαλύµατος και τοποθετήθηκαν σε 

Typing Tray wells που περιείχαν 3ml διαλύµατος υβριδοποίησης (4x SSPE, 

0.5%SDS). Τα παραπάνω επωάστηκαν στους 52°C για 20’. Μετά από 20’ το διάλυµα 

υβριδοποίησης αποµακρύνθηκε και αντικαταστάθηκε από διάλυµα που περιείχε 10µl 

SA-HRP. Η επώαση συνεχίστηκε για επιπλέον 5’. Το υπερκείµενο διάλυµα 

αποµακρύνθηκε και αντικαταστάθηκε από διάλυµα 2x SSPE, 0.5%SDS και 

ακολούθησε περαιτέρω επώαση στους 52°C για 12’. Τα Typing Tray wells στη 

συνέχεια τοποθετήθηκαν σε 50mΜ κιτρικό Na σε θερµοκρασία δωµατίου, και η 

εµφάνιση έγινε σε υπόστρωµα A: H2O2 0.01% σε κιτρικό διάλυµα και υπόστρωµα B: 

3,3’,5,5’ τετραµέθυλοβενζιδίνη 0,1% σε διµεθυλφορµαµίδιο 4x για 8-10’ (Cheng et al. 

1998, Cheng et al., 1999). 
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2.6 Μέτρηση της έκφρασης και της λειτουργικότητας του LDL-R µε 
µετάλλαξη -45 delT 
2.6.1 Αποµόνωση mRNA από ασθενή µε µετάλλαξη -45 delT 

Υλικά και όργανα 

PAXGENE Blood RNA (Qiagen) 

Blood RNA Kit (Qiagen) 

Eppendorf BioPhotometer 

Περιγραφή 

 2.5ml αίµατος από την ασθενή και ένα µάρτυρα συλλέχθηκαν σε δοχείο 

PAXGENE Blood RNA. Για την αποµόνωση του mRNA χρησιµοποιήθηκε το kit  

Blood RNA σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η ποιότητα του RNA 

εκτιµήθηκε µε φωτοµέτρηση, µετά από αραίωση 1:100 σε 10µM Tris-Cl. Για την 

εκτίµηση της ποιότητας του RNA έγινε ηλεκτροφόρηση 1µg RNA σε πήκτωµα 

αγαρόζης 1% (Πίνακας 2.8). 

 
2.6.2 Αντίστροφης µεταγραφής PCR (Reverse Τranscription PCR- RT-PCR) 

Υλικά και όργανα 

OneStep RT-PCR kit (Qiagen) 

dNTPs (Invitrogen) 

Ολιγινουκλεοτίδια-Eκκινητές (MWG Biotech) 

Quali PCR tubes 0.2ml (Kisker) 

Θερµικός κυκλοποιητής (MJ Research PTC-200 Thermal Cycler) 

Αρχή της µεθόδου 

 Η RT-PCR είναι µια τεχνική κατά την οποία το RNA µεταγράφεται αντίστροφα 

στο συµπληρωµατικό κλώνο DNΑ (cDNA). Η µεταγραφή του RNA γίνεται µε το 

ένζυµο αντίστροφη µεταγραφάση ενώ το RNA διασπάται από το ένζυµο RΝase H και 

το τελικό προϊόν είναι cDNA. Στη συνέχεια το cDNA που προκύπτει 

πολλαπλασιάζεται µε PCR. 

Περιγραφή  

 RT-PCR πραγµατοποιήθηκε για τον πολλαπλασιασµό του mRNA που 

αντιστοιχεί στα εξόνια 12 και 13 του LDLR. Η αντίδραση έγινε σε Quali PCR tubes 

χωρητικότητας 0.2ml. Το µίγµα της αντίδρασης περιέιχε 5µl Οne-Step RT-PCR Buffer 

(5x), 5µl Q solution (5x), 200µM dNTPs, 12.5pmols από τους εκκινητές RT12F 5' 

GCCTCTACTGGGTTGACTCCA 3' και RT13R 5' TGAGGTGGAAGAGGACCATA 3', 

αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O και 1µl Enzyme Mix από το kit OneStep RT-PCR. 

Σε αυτό προστέθηκαν 600ng RNA. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 25µl. Το 
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πρόγραµµα της RT-PCR περιλάµβανε αντίστροφη µεταγραφή στους 50°C για 30’. Η 

ενεργοποίηση της PCR έγινε στους 95°C  για 15’. Ακολούθησαν 35 κύκλοι 

αποδιάταξης στους 94°C για 1’, 54°C για 1’, 72°C για 1’ και τελική επιµήκυνση στους 

72°C για 10’. 

 Το προϊόν της αντίδρασης (µεγέθους 393bp) περιείχε τον πολυµορφισµό Hinc 

II (C>T), στο εξόνιο 12, στην 54η θέση του προϊόντος της RT-PCR. 

 

2.6.3 Ποσοτικοποίηση της έκφρασης του mRNA   

Υλικά και όργανα 

Hinc II, ΝΕ3 Buffer (10x), BSA (100%) (New England Biolabs) 

Quali PCR tubes 0.5ml (Kisker) 

Αγαρόζη (Invitrogen) 

DNA Ladder (µάρτυρας γνωστού µοριακού µεγέθους) PhiX174 RF (Invitrogen) 

Πρόγραµµα BANDLEADER TM V3.00. 

Αρχή της µεθόδου 

 Η µέθοδος βασίζεται στην αντίστροφη µεταγραφή του RNA του γονιδίου σε 

cDNA και στη συνέχεια ανάλυση της έκφρασης του κάθε αλληλοµόρφου µε 

ηλεκτροφόρηση. Με την ολοκλήρωση της RT-PCR είναι διαθέσιµη η περιοχή που 

αναλύεται µε τη µορφή cDNA, και χρειάζεται ένας τρόπος να εκτιµηθεί η έκφραση του 

κάθε αλληλοµόρφου χωριστά. Ο πολυµορφισµός Hinc II (C>T) στο εξόνιο 12 

βρέθηκε ότι κληρονοµείται µαζί µε την µετάλλαξη -45delT, ενώ το άλλο αλληλόµορφο 

ήταν φυσιολογικό και για την µετάλλαξη αλλά και για τον πολυµορφισµό. 

Χρησιµοποιώντας την πέψη µε περιοριστική ενδονουκλεάση, που αναγνωρίζει την 

συγκεκριµένη αλληλουχία και εφόσον υπάρχει ετεροζυγωτία, και ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα αγαρόζης, τα δύο αλληλόµορφα µπορούν να διαχωριστούν. Η ένταση των 

ζωνών που προκύπτουν, αντιστοιχούν στην έκφραση του κάθε αλληλοµόρφου και 

µπορεί να εκτιµηθεί µε τη χρήση ειδικού προγράµµατος ανάλυσης του πηκτώµατος. 

Περιγραφή 

 Σε 8µl του προϊόντος RT-PCR έγινε πέψη µε περιοριστική ενδονουκλεάση σε 

Quali PCR tubes χωρητικότητας 0.5ml. Χρησιµοποιήθηκαν 5 units του ενζύµου Hinc 

II, 2 µl BSA (100%) και 2µl ΝΕ3 Buffer (10x) και αποστειρωµένο-απιονισµένο H2O. O 

τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 20µl και επωάστηκε στους 370C για 2 ώρες. Τα 

προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

2.5% (Πίνακας 2.8), και τα µεγέθη τους (393bp, 339bp και 54bp) επιβεβαιώθηκαν µε 

χρήση 400ng µάρτυρα γνωστού µοριακού µεγέθους PhiX174 RF ενώ και άκοπο 
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προϊόν χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας. H ένταση των ζωνών που εµφανίστηκαν στο 

πήκτωµα αναλύθηκαν µε το πρόγραµµα BANDLEADER TM V3.00. 

 

2.6.4 Μέτρηση της έκφρασης του LDL-R µε δοκιµή πρόσδεσης σε ιωδιωµένη LDL 

(Dil-LDL) 

Υλικά και όργανα 

Dil-LDL (Molecular Probe, Inc) 

LPDS (Human lipoprotein deficient serum) από δεξαµενή πλάσµατος υγιών ατόµων 

RPMI 1640 (Gibco) 

Πενικιλίνη, Στρεπτοµυκίνη (Gibco) 

Φυτοαιµοσυγκολιτίνη (Gibco)  

DMSO (Sigma) 

FACScan 

CO2 επωαστήρας (Memmert) 

Αρχή της µεθόδου 

 Βασίζεται στην δοκιµή πρόσδεσης του υποδοχέα (receptor assay) από 

διάφορους τύπους κυττάρων, συµπεριλαµβανοµένων και των µονοπύρηνων, σε Dil-

LDL. Η µέτρηση της έκφρασης των υποδοχέων της κυτταρικής επιφάνειας γίνεται στη 

συνέχεια έµµεσα µε κυτταροµετρία ροής, µέσω της ποσότητας της Dil-LDL που έχει 

προσληφθεί από τον υποδοχέα. Η κυτταροµετρία ροής σαρώνει πληθυσµούς 

κυττάρων που βρίσκονται σε υγρό µέσο και χρησιµοποιείται για τη µέτρηση 

υποπληθυσµών (διαχωρισµός κυττάρων) αλλά και τη µέτρηση συµπλόκων 

υποδοχέων-προσδεµάτων (ποσοτική ανάλυση). Η αναµενόµενη µειωµένη πρόσληψη 

Dil-LDL από τον LDL-R, άρα και έκφραση του LDL-R, στο δείγµα ασθενούς σε σχέση 

µε δείγµα υγιούς µάρτυρα, υποδηλώνει την ύπαρξη κάποιας µετάλλαξης. 

Περιγραφή 

 Περιφερικά µονοπύρηνα (peripheral blood mononuclear cells-PBMC) 

αποµονώθηκαν σύµφωνα µε τους Boyum et al. (Boyum et al., 1982). Τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε RPMI 1640 µε 10% LPDS, 10u/ml πενικιλίνη και 100µg/ml 

στρεπτοµυκίνη µε και χωρίς φυτοαιµοσυγκολλητίνη, στους 37OC παρουσία 5% CO2 

(Chan et al. 1998). Για τη σήµανση της LDL µε Dil, 0.5mg πρωτεΐνης σε LPDS  

επωάστηκαν, για 18 ώρες στους 37OC, µε 0.15µg Dil σε DMSO. Η κυτταροµετρία 

ροής πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τους Τraill et al. (Traill et al. 1986). 

 

2.6.5 Επιµόλυνση 

Υλικά και όργανα 

Πλασµίδιο pGL3 (Promega)  
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QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene)  

HepG2  

RL-TK Renilla λουσιφεράση (Promega)  

Lipofectin (Invitrogen) 

Εµβρυϊκος ορός µόσχου (fetal bovine serum-FBS) (Gibco) 

Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) 

Tropix TR717 Microplate luminometer (Perkin Elmer) 

Αρχή της µεθόδου 

 Η τεχνική της επιµόλυνσης βασίζεται σε τεχνητά συστήµατα έκφρασης. 

Χρησιµοποιείται ένα γονίδιο αναφοράς του οποίου η έκφραση εξαρτάται από την 

περιοχή που εισάγουµε στο πλασµίδιο και θέλουµε να µελετήσουµε. Τα πλασµίδια 

εισάγονται σε ανθρώπινα κύτταρα και εκφράζονται τα γονίδια που έχουµε εισάγει 

παράλληλα µε τα γονίδια αναφοράς. Η λουσιφεράση είναι ένα γονίδιο του οποίου το 

προϊόν καταλύει την οξείδωση της λουσιφερίνης µε αποτέλεσµα την έκλυση κίτρινου 

χρώµατος το οποίο ανιχνεύεται εύκολα. Η ένταση του χρώµατος ταυτίζεται µε την 

ικανότητα έκφρασης της αλληλουχίας που έχουµε εισάγει και µας ενδιαφέρει να 

µελετήσουµε  

Περιγραφή.  

 Περιοχή του LDLR µεγέθους 595bp (από τη θέση -5 έως -600), 

κλωνοποιήθηκε στο πλασµίδιο pGL3 (Promega) προσφορά της Κας A. Soutar 

(Clinical Sciences Centre, Hammersmith Hospital, Λονδίνο). Τρία διαφορετικά ως 

προς την αλληλουχία ανασυνδυασµένα πλασµίδια προέκυψαν. Το πρώτο 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο περιείχε υποκινητή του LDLR µε την µετάλλαξη -45 T>C 

(Mozas et al.,  2002). Ένα πλασµίδιο περιείχε υποκινητή LDLR φυσικού τύπου 

(wildtype) και ένα υποκινητή µε την µετάλλαξη -45delT. Ο υποκινητής φυσικού τύπου 

και ο -45delT δηµιουργήθηκαν µε το kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

 Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν µε 100ng του κάθε ανασυνδυασµένου 

πλασµιδίου και 1ng pRL-TK Renilla λουσιφεράση για το έλεγχο της επιτυχίας της 

επιµόλυνσης. Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε πλασµίδιο pGL3 που δεν 

περιείχε αλληλουχία υποκινητή. Οι επιµολύνσεις σε κύτταρα HepG2 έγιναν µε το 

αντιδραστήριο Lipofectin (πολυµερές λιπιδίων που ενσωµατώνεται στην πλασµατική 

µεµβράνη και επιτρέπει την είσοδο του DNA) σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία και παρουσία 10% εµβρυϊκού 

ορού µόσχου (fetal bovine serum-FBS) (Gibco), και πραγµατοποιήθηκαν 8 

επαναλήψεις. Η έκφραση της λουσιφεράσης εκτιµήθηκε µε το Dual Luciferase 
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Reporter Assay System (Promega) χρησιµοποιώντας τη συσκευή Tropix TR717 

Microplate luminometer (Perkin Elmer).  

 

 

2.8 Ονοµατολογία µεταλλάξεων (Nomenclature) 
 Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία χρησιµοποιούνται δύο τρόποι 

ονοµατολογίας για τις µεταλλάξεις στον LDLR (βάση δεδοµένων) www.umd.necker.fr. 

Η µέθοδος που χρησιµοποιείται περισσότερο είναι των Yamamoto et al., (Yamamoto 

et al., 1984) όπου η αρίθµηση είναι αρνητική για τα κωδικόνια του εξονίου 1.  

2.9 Υπολογισµός συχνότητας αλληλοµόρφων  
 Ο υπολογισµός της συχνότητας των πολυµορφισµών έγινε µετρώντας τα 

αλληλόµορφα για τα οποία έχει γίνει ανάλυση γονότυπου. Η απόκλιση από τη 

ισορροπία Hardy-Weinberg εκτιµήθηκε µε το τεστ x . H κατανοµή Hardy-Weinberg 

ισχύει όταν σε τυχαία επιλεγµένα άτοµα γίνεται γενετική ανάλυση για ένα γονίδιο 

δηλαδή για 2 αλληλόµορφα και υπολογίζεται η σχέση µεταξύ συχνότητας γονιδίου και 

συχνότητας αλληλοµόρφων.  

 

 

2.7 Γεωγραφική κατανοµή µεταλλάξεων 
 Η προέλευση των µεταλλάξεων στον LDLR έγινε σύµφωνα µε την καταγωγή 

των ασθενών που τις έφεραν, και προέρχονταν από προγόνους που διέµειναν στην  

ίδια περιοχή για τουλάχιστον τρεις γενιές. 

 Σύµφωνα µε τις οδηγίες του HUGO Gene Nomenclature Committee 

(http://www.HGVS.org/mutnomen) η αρίθµηση ξεκινάει από το νουκλεοτίδιο +1 στην 

βάση A του ATG-κωδικόνιου έναρξης της µετάφρασης. Το κωδικόνιο ATG έναρξης 

της µετάφρασης αποτελεί και το πρώτο κωδικόνιο. Για τις µεταλλάξεις που 

ανιχνεύθηκαν χρησιµοποιήθηκαν και οι δύο τρόποι. 

 

 

2

 

 

2.10 Στατιστική επεξεργασία 
 Η στατιστική ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε το στατιστικό πρόγραµµα 

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).  

 Οι συνεχείς µεταβλητές παρουσιάστηκαν ως µέσες τιµές (mean values) ± 

τυπική απόκλιση (ΤΑ-standard deviation-SD), ενώ οι ποιοτικές µεταβλητές ως 
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απόλυτες (absolute) και σχετικές (relative) συχνότητες. Οι µέσες τιµές και οι 

στατιστικές διαφορές µεταξύ των οµάδων που δηµιουργήθηκαν µε βάση το γενετικό 

προφίλ εκτιµήθηκαν µε το µη παραµετρικό τεστ Mann Whitney ή Kruskal Wallis, 

λόγω του αριθµού των ασθενών και του γεγονότος ότι κάποιες βιοχηµικές µετρήσεις 

δεν είχαν οµαλή κατανοµή. 

 Οι ανεξάρτητες µεταβλητές κατηγοριοποιήθηκαν ως εξής: 0 για γυναικείο, 1 

για αντρικό φύλο, και  0 και 1 για απουσία και παρουσία χαρακτηριστικού, αντίστοιχα. 

Βάση των πληροφοριών στο http://www.ucl.ac.uk/fh/ για την επίδραση των 

µεταλλάξεων στην λειτουργικότητα του LDL-R ως µεταλλάξεις ελαττωµατικού 

υποδοχέα λήφθηκαν οι: C6W (15-30% δράση), A410T (5-15% δράση), G571E (5-

15% δράση) και S265R (5-15% δράση), και ως αρνητικού υποδοχέα οι: del-45T 

(<5% δράση), Q363X (<2% δράση), V408M (<2% δράση), G528D (<2% δράση) και 

C660X (<2% δράση). Ο κωδικός 1 αποδόθηκε στις µεταλλάξεις ελαττωµατικού 

υποδοχέα και 2 στις µεταλλάξεις αρνητικού υποδοχέα.  Έγινε επίσης ανάλυση για την 

σύγκριση των επιπέδων λιπιδίων µεταξύ των ασθενών στους οποίους βρέθηκε 

µετάλλαξη και αυτών στους οποίους δεν βρέθηκε µετάλλαξη. Η κατηγοριοποίηση 

ήταν 0: για ασθενείς χωρίς µετάλλαξη και 1: για ασθενείς µε µετάλλαξη. 

 Οι γονότυποι για τον πολυµορφισµό ApoE κατηγοριοποιήθηκαν ως εξής: 1 

για 23, 33 και 2 για 34, 44. Οι γονότυποι για άλλους πολυµορφισµούς 

κατηγοριοποιήθηκαν ως εξής: για τον PON-2 Ser311Cys 0: Cys/cys και Cys/Ser, 1: 

Ser/Ser, για τον LPL Asn291Ser 1:Asn/Asn, 2: Asn/ Ser, για τον PAI-1 T11053G 0: 

GG, 1:TT, 2: GT, για τον FGB G-455A 0:AA, 1: GG, 2:AG, για τον NOS A-922G 0: 

AA, 1:GG, 2:AG, για τον ANP G664A 0: GG 1: GA, και για τον T2238C 0: TT, 1: TC, 

CC.  

 Η επίδραση των µεταλλάξεων του LDLR και των πολυµορφισµών στα 

επίπεδα λιπιδίων εκτιµήθηκε µε µοντέλο γραµµικής παλινδρόµησης, όπου η ηλικία, 

το φύλο και το BMI χρησιµοποιήθηκαν ως συµεταβλητές 

 Η επίδραση των µεταλλάξεων του LDLR στην συχνότητα εµφάνισης CAD, 

ξανθωµάτων τενόντων και γεροντότοξου υπολογίστηκε µε λογαριθµική 

παλινδρόµηση, λαµβάνοντας υπ’ όψιν τις µεταβλητές που φάνηκαν να επηρεάζουν 

τον φαινότυπο στη ανάλυση γραµµικής παλινδρόµησης (ηλικία, φύλο, BMΙ).  

 Από τα αποτελέσµατα της λογαριθµικής παλινδρόµησης παρουσιάζονται οι 

συντελεστές B και το τυπικό σφάλµα του συντελεστή. Λόγω των πολλαπλών 

αναλύσεων στατιστικής σηµαντικότητας και το πλήθος του λάθους τύπου Ι (Type I 

error), εφαρµόστηκε το κριτήριο Bonferroni σε όλες τις αναλύσεις post hoc. Στατιστικά 

σηµαντικά αποτελέσµατα θεωρήθηκαν εκείνα µε επίπεδα σηµαντικότητας (p) 

µικρότερα του 0.05. Καταγράφονται, τέλος o λόγος πιθανοτήτων (odds ratios-OR), τα 
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διαστήµατα εµπιστοσύνης 95% (confidence intervals-CI) και η ερµηνευτική ικανότητα 

συσχέτισης (R2). 

 Στο παρακάτω διάγραµµα παρουσιάζονται περιληπτικά τα βήµατα που 

ακολουθήθηκαν  για τη γενετική ανάλυση. 

 

 

 

Άγνωστο πρότυπο

Σύγκριση µε 
δείγµα γνωστού 
γονότυπου 

Ανάλυση ΑpoB µε 
PCR και DGGE 

Αποµόνωση DNA 

Έλεγχος για συχνές 
µεταλλάξεις στον LDLR µε 
PCR και DGGE ή πέψη µε 
περιοριστική ενδονουκλεάση 

Εύρεση µετάλλαξης

Φυσιολογικό για τις 
συχνές µεταλλάξεις

Ανάλυση υπόλοιπων εξονίων του 
LDLR για σηµειακές µεταλλάξεις µε 

PCR και DGGE 

Γνωστό πρότυπο Φυσιολογικό σε όλα τα εξόνια 

Σύγκριση µε 
δείγµα γνωστού 
γονότυπου 

Ανάγνωση 
πρωτοδιάταξης 

DNA (Sequencing)

Φυσιολογικό  Έλεγχος για ελλείψεις 
µε Long PCR και 
ηλεκτροφόρηση  

Εύρεση 
µετάλλαξης 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Eικόνα 2.2. Σχηµατικό διάγραµµα των βηµάτων που ακολουθήθηκαν για τη γενετική ανάλυση 

των ασθενών µε FH. 
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3.1 Κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών µε FH 
 Στην παρούσα µελέτη έγινε διάγνωση FH σε 183 άτοµα, σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του US MEDPED. Έγιναν σωµατοµετρικές µετρήσεις, και µετά από 

αιµοληψία πραγµατοποιήθηκαν αναλύσεις για βιοχηµικούς δείκτες.  

 Τα χαρακτηριστικά του συνόλου των ασθενών κατά την διάγνωση, και πριν 

την έναρξη της θεραπείας, παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1. 

 

 
Πίνακας 3.1. Χαρακτηριστικά των 183 ασθενών µε FH που συµµετείχαν στην µελέτη. Οι τιµές 

παρουσιάζονται ως µέσες τιµές±ΤΑ. 

Αριθµός Ασθενών 183 

Φύλο Άντρες/ Γυναίκες 102/81 

Ηλικία (years) 42.0±16.0 

BMI (kg/m2) 24.77±3.67 

W/H  0.81±0.13 

Υπέρταση  23/183 

CAD  25/183 

Ξανθώµατα Τενόντων  32/183 

Γεροντότοξο  29/183 

TC (mg/dL) 342.6±80.72 

LDL-C (mg/dL) 271.5±77.8 

HDL-C (mg/dL) 45.8±12.4 

TG (mg/dL) 126.62±58.82 

Apo-AI (mg/dL) 142.5±25.0 

Apo-B (mg/dL) 196.0±53.6 

LP (a) (mg/dL) 38±36 

Μετάλλαξη LDLR  88/183 

 

 
 
3.2 Αποτελέσµατα γενετικής ανάλυσης για τα γονίδια LDLR και ApoB 
 Η ανίχνευση µεταλλάξεων στα γονίδια LDLR και ApoB έγινε µε τη µέθοδο 

PCR και την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της αντίδρασης (Εικόνα 3.1) σε DGGE 

(Εικόνες 3.2i, 3.2ii, 3.2iii). Τα δείγµατα τα οποία παρουσίασαν µη φυσιολογικά 

πρότυπα στην ανάλυση DGGE, αναλύθηκαν περαιτέρω µε ανάγνωση της 

πρωτοδιάταξης του DNA. Η παρουσία 4 ζωνών στα πηκτώµατα υποδηλώνει 
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ετεροζυγωτία η οποία επιβεβαιώνεται µε την παρουσία διπλής κορυφής στα 

χρωµατογραφήµατα (Εικόνες 3.2i, 3.2ii, 3.2iii). 
 Η µετάλλαξη V408M στο εξόνιο 9 του LDLR ανιχνεύθηκε και µε πέψη µε την 

περιοριστική ενδονουκλεάση Nla III (Εικόνα 3.3.a). Η µετάλλαξη -45delT  

επιβεβαιώθηκε και µε πέψη µε την περιοριστική ενδονουκλεάση Mnl I (Εικόνα 3.3.b). 

Σε 10 ασθενείς µε FH, των οποίων τα χαρακτηριστικά παρουσιάζονται στον Πίνακα 
3.2, και στους οποίους δεν βρέθηκε µετάλλαξη στα γονίδια LDLR και ApoB έγινε 

ανάλυση για µεγάλες ανακατατάξεις. Το γονίδιο του LDLR αναλύθηκε µε Long PCR 

(Εικόνα 3.4). Σε κανένα από τους ασθενείς για τους οποίους πραγµατοποιήθηκε 

αυτή η ανάλυση δεν βρέθηκε µεγάλη ανακατάταξη. 
 

 

 

 

 
 
           a.                                     b. 

Μ   1   4(3’)  ApoB M    Υ          2     3  4(5’)  5    6    7    8   9   10  11 12 13   14  15 16   17  18 

400bp 
300bp 
200bp 

Εικόνα 3.1. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 1%. 

Χρησιµοποιήθηκε µάρτυρας 100bp (Μ). Στις εικόνες i και ii φαίνονται οι ζώνες που 

αντιπροσωπεύουν τις περιοχές που πολλαπλασιάστηκαν, τον υποκινητή (Υ), τα 18 εξόνια του 

LDLR,  και περιοχή του ΑpoB. 
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a. Υποκινητής: -45delT            b. Εξόνιο 2: 81T>G, C6W 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1   2    3   4   

 

1     2    3    4

 c. Εξόνιο 5: 761 A>C, Q233P         d. Εξόνιο 6: 858 C>A, S265R 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1     2     3 1     2     3    4

e. Εξόνιο 8: 1150 C>T και 1158 C>G, Q363X και D365E    f. Εξόνιο 8: 1151 A>G, Q363P 
 
Eικόνα 3.2.i. Αποτελέσµατα ανάλυσης του LDLR µε DGGE και ανάγνωση της πρωτοδιάταξης 

του υποκινητή και των εξονίων 2, 5, 6 και 8. a) -del45T στις θέσεις 3 και 4. b) C6W στη θέση 

4. c) Q233P στη θέση 3. d) S265R στη θέση 1. e) Q363X και D365E στη θέση 1. f) Q363P 

στη θέση 1. 
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    a. Εξόνιο 8: 1171 G>A,A370T                              b. Εξόνιο 9: 1285 G>A, V408M 

 

1      2      3 1       2         3

 
 
 

1   2     3   4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1     2      3  

   c. Εξόνιο 9: 1291 G>A, A410T                                             d. Εξόνιο 11: 1618 G>A, A519T  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   1     2     3 

 

1            2 

 e. Εξόνιο 11: 1646 G>A, G528D                                                         f. Εξόνιο 11: 1706-10 G>A 
 
Eικόνα 3.2.ii. Αποτελέσµατα ανάλυσης του LDLR µε DGGE και ανάγνωση της 

πρωτοδιάταξης των εξονίων 8, 9 και 11. a) A370T στη θέση 1. b) V408M στη θέση 1. c) 

A410T στη θέση 1. d) A519T στη θέση 1. e) G528D στη θέση 1. f) 1706-10 G>A στη θέση 1. 
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1     2     3 

 

1     2     3 

 
    a. Εξόνιο 12: 1775 G>A, G571E           b. Εξόνιο 14: 2043 G>A, C660X                                                  
 
 
 
 

 1    2    3   4  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   c. Εξόνιο 14: 2140+5 G>A, 2140+9 C>T 
 
Eικόνα 3.2.iii. Αποτελέσµατα ανάλυσης του LDLR µε DGGE και ανάγνωση της 

πρωτοδιάταξης των εξονίων 12 και 14. a) G571E στη θέση 3. b) C660X στη θέση 3. c) 

2140+5 G>A, 2140+9 C>T στις θέσεις 1, 2, 4. 

 

 

 
M 1 2

500bp 
 
300bp 

200bp 

 
 
 
 
 
Εικόνα 3.3.i. Ηλεκτροφόρηση της πέψης του εξονίου 9 του LDLR µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση Nla III, σε πήκτωµα αγαρόζης 2,5%. M, µάρτυρας 100bp, 1, ασθενής 

ετεροζυγώτης για την V408M ο οποίος παρουσιάζει 3 ζώνες 222bp, 123bp και  99bp και 2, 

φυσιολογικός µάρτυρας ο οποίος παρουσιάζει µια ζώνη 222bp.   
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100bp 
 
50 bp 

1           2           3       M       4

 

 

 

Εικόνα 3.4.ii. Ηλεκτροφόρηση της πέψης του υποκινητή του LDLR µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση Mnl I σε πήκτωµα αγαρόζης 4%. Στις θέσεις 1, 2, 3 παρουσιάζονται µέλη της 

οικογένειας που φέρουν τη µετάλλαξη -45delT στο ένα χρωµόσωµα και παρουσιάζουν 3 

ζώνες 51bp, 42bp και 9bp. Στη θέση 4 είναι φυσιολογικός µάρτυρας ο οποίος παρουσιάζει 2 

ζώνες 42bp και 9bp (η ζώνη 9 bp δεν φαίνεται στο πήκτωµα λόγω µικρού µεγέθους). 

 

 

 

Πίνακας 3.2. Χαρακτηριστικά των 10 ασθενών µε FH για τους οποίους έγινε ανάλυση µε 

Long PCR. Οι τιµές παρουσιάζονται ως µέσες τιµές ± ΤΑ. 

Αριθµός Ασθενών 10 

Φύλο Άντρες/ Γυναίκες 7/3 

Ηλικία (years) 34.7±11.9 

BMI (kg/m2) 24.7±4.3 

W/H  0.89±0.45 

Υπέρταση  1/10 

CAD  1/10 

Ξανθώµατα Τενόντων  2/10 

Γεροντότοξο  9/10 

TC (mg/dL) 342.6±80.72 

LDL-C (mg/dL) 228.0±80.5 

HDL-C (mg/dL) 43.0±5.3 

TG (mg/dL) 154.5±24.6 

Apo-AI (mg/dL) 149.8±11.7 

Apo-B (mg/dL) 192.5±51.7 

LP (a) (mg/dL) 24.6±23.2 
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Εικόνα 3.4. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων Long PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 0.7%. Στο 

πήκτωµα φαίνονται οι περιοχές του LDLR που αναλύθηκαν µε τη σειρά: περιοχή 3 (11.5Kb), 

περιοχή 4 (13.7Kb), περιοχή 5 (13.5Kb), περιοχή 1 (13Kb),  και περιοχή 2 (12.6Kb), δίπλα σε 

µάρτυρα 1Κb+ (Μ). 

M     3   4    5   1    2     

 
 12000bp 
 
 
2000bp 
 
1650bp 

 
 
3.3 Οι µεταλλάξεις του LDLR στον Ελληνικό πληθυσµό και η 
γεωγραφική κατανοµή τους 
 Από τους 183 ασθενείς που αναλύθηκαν σε κανέναν δεν βρέθηκε µετάλλαξη 

στο γονίδιο ΑpoB αλλά ούτε και µεγάλες ανακατατάξεις σε όσους έγινε ανάλυση γι΄ 

αυτές.  Με τη µέθοδο DGGE βρέθηκαν 17 µεταλλάξεις σε 67 ασθενείς και 11 

συγγενείς αυτών, οι οποίες επιβεβαιώθηκαν µε ανάγνωση της πρωτοδιάταξης του 

DNA. Στον Πίνακα 3.3 παρουσιάζονται τα κλινικά χαρακτηριστικά των 67 ασθενών 

στους οποίους βρέθηκαν µεταλλάξεις. Το ποσοστό ανίχνευσης µεταλλάξεων µε τη 

µέθοδο DGGE ήταν 43%. Οι µεταλλάξεις εντοπίστηκαν στον υποκινητή και σε οκτώ 

εξόνια του LDLR (2, 5, 6, 8, 9, 11, 12, και 14) (Πίνακας 3.4).  

 Έντεκα από αυτές είναι παρερµηνεύσιµες (C6W, Q233P, S265R, A370T, 

Q363P, D365E, V408M, A410T, A519T, G528D, G571E), δύο ανερµηνεύσιµες 

(Q363X και C660X), τρεις νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις που πιθανό να 

επηρεάζουν το µάτισµα του mRNA (splice site) (2140+5 G>A και 2140+9 C>T, 1706-

10 G>A) και µία έλλειψη βάσης στον υποκινητή του LDLR (-45delT). Από τις 

παραπάνω οι Α410Τ, Α519Τ, 1706-10 G>A και 2140+9 C>T, βρέθηκαν για πρώτη 

φορά στην Ελλάδα και η -45delT αναφέρθηκε για πρώτη φορά στον κόσµο (Πίνακας 
3.4). Η νουκλεοτιδική αντικατάσταση µατίσµατος 2140+5 C>T φαίνεται να 

κληρονοµείται µαζί µε την 2140+9 G>A στον πληθυσµό που µελετήθηκε. Τρεις από 

τους 6 ασθενείς οι οποίοι έφεραν τις µεταλλάξεις αυτές ανήκαν στην ίδια οικογένεια 

και οι ίδιοι τρεις ασθενείς ήταν διπλοί ετεροζυγώτες για τις µεταλλάξεις Q363X και 

D365E. 
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 Τέσσερις µεταλλάξεις βρέθηκαν µε µεγάλη συχνότητα (Πίνακας 3.4). Η 

V408M, γνωστή και ως Africaner-2 έχει συχνότητα 9.9%, η G528D ή Genoa Palermo 

έχει συχνότητα 7.7%, η C6W ή San Francisco έχει συχνότητα 4.9% και τέλος η 

S265R γνωστή και ως Greece-2  έχει συχνότητα 3.8% (Πίνακας 3.4). Αυτές οι 

µεταλλάξεις βρέθηκαν στο 73% των ατόµων στα οποία ανιχνεύθηκε µετάλλαξη. Στη 

συνέχεια έγινε γεωγραφική κατανοµή των µεταλλάξεων. Kατά τη διάρκεια της µελέτης 

διαπιστώθηκε ότι κάποιες µεταλλάξεις εµφανίζονταν µε µεγαλύτερη συχνότητα σε 

συγκεκριµένες περιοχές της Ελλάδας. Στην Εικόνα 3.5 παρουσιάζεται η γεωγραφική 

κατανοµή των τεσσάρων πιο συχνών µεταλλάξεων που βρέθηκαν στον LDLR 

σύµφωνα µε την καταγωγή των ασθενών που τις έφεραν, και προέρχονταν από 

προγόνους που διέµειναν στην ίδια περιοχή για τουλάχιστον τρεις γενιές. 

 Η V408M είναι πιο συχνή στην κεντρική δυτική Ελλάδα και την περιοχή του 

Αγρινίου. Όπως φαίνεται οι µισοί ασθενείς που φέρουν την παραπάνω µετάλλαξη 

κατάγονται από αυτή την περιοχή. Επιπλέον, η µετάλλαξη C6W βρέθηκε σε ασθενείς 

που κατάγονται από την κεντρική ανατολική  Ελλάδα και την περιοχή της Λαµίας. 

 

 
Πίνακας 3.3. Κλινικά χαρακτηριστικά των περιπτώσεων δεικτών στους οποίους βρέθηκε 

µετάλλαξη. Η: Ηλικία, ΑΥ: Αρτηριακή Υπέρταση, K: Κάπνισµα, ΞΤ: Ξανθώµατα τενόντων, Γ: 

Γεροντότοξο. Η παρουσία χαρακτηριστικού συµβολίζεται µε 1 και η απουσία µε 0. Όλες οι 

τιµές λιπιδίων εκφράζονται ως mg/dL. 

Μετάλλαξη Ααθενής Φύλο Η ΒΜΙ W/H ΑΥ CAD Κ ΞT Γ TC TG LDL HDL Apo-AI Apo-B Lp (a)

-45delT  273 Γ 37 20.9 0.72 0 0 0 0 0 335 47 277 49 169 251 29 

Μ11 Α 65 28.0 0.95 1 1 0 0 0 326 192 248 40 135 224 81 

291 Γ 48 26.0 0.86 0 0 0 0 0 343 165 263 45 161 201 83 

275 Α 54 28.0 0.8 0 0 1 0 1 350 171 288 27 119 225 61 

Π4 Γ 51 24.8 0.76 0 0 0 0 0 325 231 224 55 173 214 125 

Σ24 Α 53 21.8 0.68 0 0 0 0 0 287 87 184 81 194 194 17 

Σ23 Γ 38 20.0 0.79 0 0 1 0 0 276 80 214 46 130 143 12 

81 T>G 

288 Α 55 26.1 0.9 0 0 0 1 0 467 128 379 63 167 266 75 

761 A>C Μ15 Α 58 23.8 0.8 0 1 0 0 0 293 179 228 29 111 224 117 

M26 Γ 29 20.7 0.67 0 0 1 0 0 280 70 206 60 160 175 20 

218 Α 16 22.2 0.75 0 0 0 0 0 227 54 186 30 111 146 29 

A5 Α 40 30.0 0.95 0 1 0 0 0 228 270 150 24 109 155 22 

Α9 Γ 21 26.0 0.69 0 0 0 0 0 251 54 205 35 129 168 19 

Π16 A 30 23.0 0.83 0 0 0 0 0 227 54 186 30 111 146 29 

20 Γ 32 27.5 0.72 0 0 1 0 0 380 75 321 44 154 210 15 

858 C>A 

B3 Γ 34 26.0 0.74 0 0 0 0 0 328 65 274 41 177 190 125 

   1150 C>T Γ1 Γ 35 22.0 0.73 0 0 0 1 1 400 97 342 39 138 203 10 

1151 A>G 58 Γ 38 23.8 0.86 0 0 1 0 0 258 73 233 37 139 201 30 

1158 C>G Γ1 Γ 35 22.0 0.73 0 0 0 1 1 400 97 342 39 138 203 10 

 87



Μετάλλαξη Ααθενής Φύλο Η ΒΜΙ W/H ΑΥ CAD Κ ΞT Γ TC TG LDL HDL Apo-AI Apo-B Lp (a)

22 Α 44 26.2 0.94 0 0 1 1 0 302 128 235 41 141 182 10 

216 Α 45 19.6 0.78 0 0 1 1 0 385 61 338 35 138 231 30 

Π13 Α 61 24.7 0.85 0 0 0 0 0 309 90 248 43 124 198 58 

297 Α 46 31.5 0.77 0 0 1 0 0 307 290 218 31 142 218 23 

 
 

1171 G>A 
 

Φ3 Γ 20 20.3 0.67 0 0 0 0 0 314 90 236 60 155 140 25 

Λ2 Α 18 18.3 0.79 0 0 1 0 0 322 56 262 49 120 141 20 

K18 Α 48 34.0 1.05 0 1 0 0 0 254 214 174 33 119 122 13 

Κ36 Α 45 23.4 0.91 1 1 0 0 0 376 159 307 37 120 247 53 

Μ19 Α 43 20.5 0.81 0 0 0 1 1 321 111 216 29 130 210 133 

Μ18 Α 49 25.1 0.85 0 0 1 1 1 393 97 332 42 148 268 95 

Π3 Α 34 30.6 0.94 0 1 0 1 1 475 218 388 60 140 248 137 

Χ4 Α 32 26.2 0.86 0 0 0 0 0 442  108 342 72 126 229 22 

Α10 Γ 46 23.4 0.73 0 1 0 0 0 377 226 285 47 154 259 17 

Κ31 Γ 67 22.4 0.71 0 0 0 0 0 334 63 284 37 135 197 54 

243 Γ 45 21.2 0.65 1 0 0 0 0 382 127 305 38 133 249 11 

K19 Γ 42 27.7 0.79 0 0 0 0 0 434 135 322 85 150 201 35 

277 Γ 52 26.0 0.78 0 0 0 0 1 445 193 398 47 172 247 17 

M27 Γ 52 24.0 0.69 1 1 0 0 0 253 119 189 40 145 167 133 

21 Γ 50 27.9 0.78 1 0 1 0 0 282 38 232 42 125 171 19 

281 Γ 34 28.1 0.79 0 0 0 0 0 275 64 211 51 163 161 19 

285 Γ 57 25.4 0.75 1 0 0 0 1 401 121 326 51 160 210 11 

242 Γ 17 21.6 0.68 0 0 0 0 0 288 46 243 36 127 196 19 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1285 G>A 
 
 
 
 
 
 
 

Μ21 Γ 50 18.0 0.68 0 0 1 1 0 331 91 263 50 146 181 27 

1291 G>A  Ξ1 Α 36 22.3 0.74 0 0 0 0 0 312 55 220 78 160 147 20 

1618 G>A Α15 Α 25 25.9 0.85 0 0 0 0 0 319 91 260 41 102 174 29 

Γ20 A 59 30.8 1.04 0 0 1 0 0 248 154 279 38 138 150 10 

P3 Γ 15 17.5 0.72 0 0 0 0 0 203 62 152 39 111 92 11 

Γ17 Α 50 28.7 0.51 1 0 0 0 0 686 273 570 61 175 163 18 

∆5 Α 33 25.0 0.91 0 0 0 0 0 314 88 252 44 152 162 8 

Γ24 A 26 25.0 0.84 0 0 0 0 0 408 124 349 34 113 234 12 

K21 Α 18 24.2 0.94 0 0 0 0 0 326 77 270 38 90 205 25 

351 Α 62 25.7 0.93 0 1 0 1 1 345 127 245 74 181 230 48 

Κ39 Α 34 20.0 0.93 0 1 0 1 0 257 86 214 25 71 196 40 

Π17 Γ 52 20.6 0.74 0 0 0 0 0 420 182 324 60 130 181 64 

Σ14 Α 44 24.0 0,88 0 1 0 0 0 321 177 248 38 108 221 72 

Σ15 Γ 31 22.0 0,73 0 0 0 0 0 337 86 271 86 150 186 19 

X2 Γ 36 23.4 0,78 0 0 0 0 0 401 152 326 44 140 253 44 

Μ23 Γ 57 23.3 0,8 0 0 1 1 0 311 172 244 32 125 190 24 

Κ30 Α 56 26.6 0.93 0 1 0 0 0 300 109 245 54 201 230 90 

 
 
 
 
 

   1646 G>A 
 
 
 
 
 

Μ25 Α 18 26.6 0.87 0 0 0 0 0 253 101 195 37 114 180 10 

1706-10 G>A 353 Γ  28.1 0.68 0 0 0 0 0 275 64 211 51 163 161 42 

1775 G>A Μ10 Α 59 27.3 0.92 0 0 1 1 0 240 157 204 34 127 173 21 

2043 G>A I2 Α 33 26.3 0.9 0 0 0 1 0 329 174 257 37 124 171 21 

357 Γ 28 20.4 0.73 1 1 1 1 1 258 91 189 51 175 164 15 

347 Γ 44 22.2 0.70 0 0 1 0 1 378 100 302 64 154 199 8 
2140+5 G>A 
2140+9 C>T 

Γ1 Γ 35 22.0 0.73 0 0 0 1 1 400 97 342 39 138 203 10 
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Πίνακας 3.4. Συχνότητα των 17 µεταλλάξεων που βρέθηκαν στους ασθενείς µε FH. Στις 

παρενθέσεις παρουσιάζεται η νέα ονοµατολογία των µεταλλάξεων σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του HUGO (http://www.HGVS.org/mutnomen/). 

Περιοχή 
Αλλαγή 

Νουκλεοτιδίου 
Αλλαγή  Αµινοξέος 

Περίπτωση 
∆είκτης 

(Σύνολο) 
% 

Τύπος 
Μετάλλαξης 

Πρώτη 
Αναφορά στην 

Ελλάδα 

Υποκινητής Del45T (FH Pyrgos) 1 (3) 0.55 Έλλειψη Ναι 

2 
81 T>G C6W (p.C27W) 

FH San Fransisco 
9 (9) 4.9 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

5 
 

761 A>C 

Q233P (p.Q245P) 

FH Reggio Emilia-2 
1 (1) 0.55 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

6 
858 C>A S265R (p.S286R) 

FH Greece-2 
7 (7) 3.8 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

1150 C>T 
Q363X (p.Q384X) 

FH Cyprus 2 
1 (3) 0.55 Ανερµηνεύσιµη Όχι 

1151 A>G 
Q363P (p. Q384P) 

FH Dutch 
1 (1) 0.55 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

1158 C>G 
D365E (p.D386E) 

FH Cyprus 2 
1(3) 0.55 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

 

8 

1171 G>A 
A370T (p.A391T) 

FH Afrikaner-1 
7 (7) 3.8 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

1285 G>A 
V408M (p. V429M) 

FH Afrikaner-2 
18 (22) 9.9 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

 

9 

1291 G>A 
A410T (p.A431T) 

FH Algerian-2 
1 (1) 0.55 Παρερµηνεύσιµη Ναι 

1618 G>A A519T (p.A540T) 1 (2) 0.55 Παρερµηνεύσιµη Ναι 

1646 G>A 
G528D (p.G549D) 

FH Genoa Palermo 
15 (17) 8.2 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

 

 

11 

1706-10 G>A Splice Site 1 (1) 0.55 Splice site Ναι 

12 1775 G>A 
G571E (p.G592E) 

FH Sicily 
1 (1) 0.55 Παρερµηνεύσιµη Όχι 

2043 G>A 
C660X (p.C681X) 

FH Lebanese 
1 (1) 0.55 Ανερµηνεύσιµη Όχι 

14 
   2140+5 G>A 

2140+9 C>T 
Splice Site 4 (6) 2.2 Splice site Όχι 
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 ■ G528D 
▲C6W 
♦S265R  

 ●V408M 

Εικόνα 3.5. Γεωγραφική κατανοµή των τεσσάρων πιο συχνών µεταλλάξεων του LDLR στον 

Ελληνικό πληθυσµό. 

 
 

3.4 Μελέτη της νέας µετάλλαξης -45delT 
3.4.1 Γενετική ανάλυση και οικογενειακό ιστορικό 

 Μία από τις µεταλλάξεις που βρέθηκαν είναι η -45delT, στον υποκινητή του 

LDLR, η οποία αναφέρθηκε για πρώτη φορά στην Ελλάδα και τον κόσµο. Η 

µετάλλαξη ονοµάστηκε FH Pyrgos λόγω της καταγωγής της ασθενούς. Η ανάλυση 

DGGE έδειξε άγνωστο πρότυπο για τον υποκινητή του LDLR (Εικόνα 3.2.i.a) και η 

ανάγνωση της πρωτοδιάταξης αποκάλυψε την έλλειψη µιας βάσης Τ στην θέση -45 

(Εικόνα 3.3.i). Στην Εικόνα 3.6 παρουσιάζεται η αλληλουχία του υποκινητή του 

LDLR. To αποτέλεσµα επιβεβαιώθηκε και µε πέψη µε την περιοριστική 
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Νουκλεοτίδιο                                                          Νουκλεοτίδιο 

(-105) CGAAA  CTCCT  CCTCT  TG CAG  TGAGG  TGAAG  ACATT  (-71) 
Επανάληψη 1                       * 

(-70)  TGAAAA  ATCAC  CCCAC  TG C AA  ACTCC  TCCCC CTGCT (-36) 
 

                Επανάληψη 2                        Επανάληψη 3 

(-35)  AGAAA  CCTCA  CATTG  AAAT G  CTGTA  AAT GA  CGTGG    (-1) 
               

              Κουτί TATA                          Κουτί ΤATA  

ενδονουκλεάση Mnl I η οποία κόβει το φυσιολογικό αλληλόµορφο σε 2 ζώνες 42 και 

9 bp ενώ η ύπαρξη µετάλλαξης καταργεί το σηµείο κοπής (Εικόνα 3.3.ii). Ανάλυση 

200 φυσιολογικών µαρτύρων µε την µέθοδο της πέψης µε περιοριστική 

ενδονουκλεάση έδειξε ότι κανείς δεν έφερε την µετάλλαξη.  

 Από τη µελέτη του γενεαλογικού δέντρου της ασθενούς (Εικόνα 3.7) 

προκύπτει οικογενειακό ιστορικό υπερλιπιδαιµίας. ∆ύο ακόµη µέλη της οικογένειας, η 

αδερφή (ΙΙ4) και ο πατέρας (Ι2) της ασθενούς ήταν φορείς της µετάλλαξης (Εικόνα 
3.3.ii). Ο Ι2 είναι επίσης πιθανός φορέας της µετάλλαξης καθώς κατά δήλωση έχει 

υπερχοληστερολαιµία, η υπαρξή της όµως δεν επιβεβαιώθηκε καθώς δεν έδωσε 

ενυπόγραφη συγκατάθεση για γενετική ανάλυση. Τα κλινικά χαρακτηριστικά της 

οικογένειας, για όποια µέλη, ήταν διαθέσιµα παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.5. Ο 

πατέρας της ασθενούς (Ι3) είχε φαινότυπο FH και είχε υποβληθεί σε επέµβαση 

αορτοστεφανιαίας παράκαµψης στην ηλικία των 70. 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 3.6. Η αλληλουχία του υποκινητή του LDLR. Οι ρυθµιστικές περιοχές του υποκινητή 

σηµειώνονται µε κουτιά και η θέση της έλλειψης µε αστερίσκο πάνω από την αλληλουχία. 
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ΙΙ 
 
 
 
ΙΙΙ 

1           2 3            4 

1                    2            3        4        5       6       7     8   9 

1                  2  
Εικόνα 3.7. Γενεαλογικό δέντρο της ασθενούς στην οποία βρέθηκε η µετάλλαξη -45delT. Τα 

µέλη τα οποία φέρουν την µετάλλαξη παρουσιάζονται µε µισοσκιασµένα σύµβολα. 
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Πίνακας 3.5. Κλινικά χαρακτηριστικά των µελών της οικογένειας στην οποία βρέθηκε η 

µετάλλαξη -45delΤ. Η παρουσία χαρακτηριστικού συµβολίζεται µε 1 και η απουσία µε 0, 0: 

γυναίκα, 1: άνδρας. Όλες οι τιµές λιπιδίων εκφράζονται ως mg/dL και είναι πριν την έναρξη 

θεραπείας. 

Μέλος Ηλικία CΑD TC LDL-C TG Apo-AΙ Apo-B 

I-1 64 0      

I-2 70 1      

I-3 74 1 260 195 166 132 138 

I-4 65 0 251 176.2 124 162 145 

II-1  0      

II-2  0      

II-3 38 0      

II-4 44 0 315 256 65 151 235 

Φύλο HDL-C Lp (a) 

0   

1   

1 32 20 

0 50 29 

0   

0   

0   

0 44 28 

II-5 40 1 0 210 146 45 95 128 89 15 

II-6 39 1 0 287 179.2 90 89 200 175 29 

II-7 36 0 0 204 137 59 38 172 86 15 

II-8 33 0 0 335 276 49 47 169 251 29 

III-1 17 0 0        

III-2 14 0 0        

 

3.4.2 Η µετάλλαξη -45delT επηρεάζει την έκφραση και τη λειτουργικότητα  του LDL-R  

 Η ικανότητα του LDL-R να προσλαµβάνει LDL µελετήθηκε µε πειράµατα 

πρόσδεσης και πρόσληψης Dil-LDL. Μονοπύρηνα αποµονωµένα από µέλη της 

οικογένειας καλλιεργήθηκαν παρουσία Dil-LDL. Η πρόσδεση και η πρόσληψη, 

συγκρίνοντας µε φυσιολογικούς µάρτυρες,  ήταν στην ασθενή 24% και στην αδερφή 

της (ΙΙ7) 56%. Το ποσοστό αυτό υποδεικνύει ότι παρά το ότι η ΙΙ7 δεν φέρει τη 

συγκεκριµένη µετάλλαξη  µπορεί να έχει κάποια άλλη µετάλλαξη που να επηρεάζει 

την λειτουργικότητα του LDL-R. Στον πατέρα (Ι3) η πρόσδεση ήταν 26%. Στην 

αδερφή της ασθενούς (ΙΙ4) η πρόσδεση ήταν 80%, ποσοστό που πιθανό να οφείλεται 

στη υπολιπιδαιµική θεραπεία που ακολουθούσε τα τελευταία 3 χρόνια (Εικόνα 3.8). 

 Η λειτουργικότητα του υποκινητή του LDLR µελετήθηκε µε τη δηµιουργία 

ανασυνδυασµένου πλασµιδίου το οποίο περιείχε τµήµα του υποκινητή 595bp και 

επιµόλυνση σε κύτταρα ΗepG2. Χρησιµοποιήθηκαν αρνητικός µάρτυρας (πλσµίδιο 

χωρίς αλληλουχία υποκινητή), πλασµίδιο µε υποκινητή φυσικού τύπου και πλασµίδιο 

µε υποκινητή µε νουκλεοτιδική αντικατάσταση (-45 Τ>C) στην ίδια θέση που έχει 

δειχθεί να µειώνει την έκφραση του LDLR σε κύτταρα COS (Sun et al., 1995).  
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Σε κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία ορού το ανασυνδυασµένο 

πλασµίδιο -45delT  παρουσίασε έκφραση λουσιφεράσης 5.0±0.8% (µέση τιµή± 

τυπικό λάθος µέσου από 8 επαναλήψεις) σε σύγκριση µε τον υποκινητή φυσικού 

τύπου, τιµή  που ήταν χαµηλότερη  και από  αυτή του  ανασυνδυασµένου πλασµιδίου  

-45delT δεν παρατηρήθηκε καµία αύξηση στην έκφραση (1.4±0.5% πάνω από τον 

µάρτυρα σε σύγκριση µε τον υποκινητή φυσικού τύπου) (Εικόνα 3.9). 

 Επιπλέον, αποµονώθηκε RNA από την ασθενή και φυσιολογικό µάρτυρα το 

οποίο πολλαπλασιάστηκε µε RT-PCR για την περιοχή των εξονίων 12-13 οπού 

εµπεριέχεται ο πολυµορφισµός Hinc II. Μετά από ανάλυση PCR και πέψης µε την 

περιοριστική ενδονουκλεάση Hinc II βρέθηκε ότι ο φυσιολογικός µάρτυρας και η 

ασθενής ήταν ετερόζυγοι για τον πολυµορφισµό. Η πέψη των προϊόντων της RT-

PCR µε την ίδια περιοριστική ενδονουκλεάση έδειξε ότι ενώ ο µάρτυρας είχε ίση 

ποσότητα των δύο αλληλοµόρφων Hinc II+ και Hinc II-, η ασθενής παρουσίασε µόνο 

τη ζώνη που αντιστοιχούσε στο αλληλόµορφο Hinc II+, υποδηλώνοντας ότι το mRNA 

που προέρχεται από το αλληλόµορφο Hinc II- υπολείπεται. Η µείωση της 

δραστηριότητας του υποκινητή του LDLR στην ασθενή οδηγεί σε µειωµένη έκφραση 

του µεταλλαγµένου αλληλοµόρφου, το οποίο απουσιάζει στην ανάλυση των 

προϊόντων της RT-PCR, στο 5% (Εικόνα 3.10). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

-45 Τ>C (14.8±1.6).  Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν µε καλλιεργητικό υλικό απουσία 

ορού η έκφραση της λουσιφεράσης στο πλασµίδιο φυσικού τύπου και στο -45 Τ>C 

αυξήθηκε   περίπου  κατά  2.3  και  1.5 φορές,  αντίστοιχα.  Αντίθετα,  στο  πλασµίδιο 

 

Εικόνα 
διαφορετ

φυτοαιµο

 

 

3.8. Μέση ένταση φθορισµού της Dil-LDL σε µονοπύρηνα, αποµονωµένα από 

ικά µέλη της οικογένειας µε τη µετάλλαξη -45delT, διεγερµένα µε 

συγκολητίνη. Τα άτοµα Ν1 και Ν2 είναι φυσιολογικοί µάρτυρες. 
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Εικόνα 3.9. Ανάλυση της λειτουργικότητας υποκινητή LDLR φυσικού τύπου (WT) και 

µεταλλαγµένου. Τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια που περιέχουν τις φυσιολογικές ή 

µεταλλαγµένες αλληλουχίες κλωνοποιήθηκαν σε πλασµίδιο pGL3 και χρησιµοποιήθηκε 

αρνητικός µάρτυρας χωρίς αλληλουχία υποκινητή. Μετά την επιµόλυνση τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν παρουσία (µαύρες µπάρες) ή απουσία (γκρι µπάρες) 10% FBS. Η έκφραση 

εκτιµήθηκε µέσω της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης. Tα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται ως µέσες τιµές±τυπικό λάθος µέσου, και προέρχονται από 8 επαναλήψεις. 

500bp 
 
400bp 
 
 
 
300bp 
 
200bp 
 
 

 
100bp 

    M              C           ΙΙ8

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3.10. Πέψη των προϊόντων της RT-PCR µε Hinc ΙΙ σε υγιή µάρτυρα (C) και στην 

ασθενή ΙΙ8. Το προϊόν της RT-PCR έχει µέγεθος 393bp και περιέχει τµήµατα των εξονίων 12 

και 13. Στον υγιή µάρτυρα παρατηρούνται 3 ζώνες µεγέθους 393, 340 και 53bp, Στην ασθενή 

εµφανίζονται µόνο οι ζώνες 340 και 53bp. Η ύπαρξη της µετάλλαξης –45delT στον υποκινητή  

του LDLR παρεµποδίζει την έκφραση του ενός αλληλοµόρφού έτσι η ζώνη 393bp δεν είναι 

ορατή στην ασθενή (ΙΙ8). 
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3.5 Ο τύπος της µετάλλαξης στον LDLR επηρεάζει τον φαινότυπο της FH 
 Με το πέρας της γενετικής ανάλυσης οι ασθενείς χωρίστηκαν σε 2 οµάδες  

σύµφωνα µε το είδος της µετάλλαξης που έφεραν. Οι µεταλλάξεις ορίστηκαν ως 

ελαττωµατικού ή αρνητικού υποδοχέα, βάση των πληροφοριών στο 

http://www.ucl.ac.uk/fh/ για την επίδραση των µεταλλάξεων στην λειτουργικότητα του 

LDL-R. Στην οµάδα ελαττωµατικού υποδοχέα κατατάχθηκαν 15 ασθενείς ενώ στην 

οµάδα αρνητικού υποδοχέα 37 ασθενείς.  Απλή ανάλυση µε τεστ Mann Whitney 

έδειξε ότι η οµάδα αρνητικού υποδοχέα είχε υψηλότερα επίπεδα TC και LDL-C σε 

σχέση µε την οµάδα ελαττωµατικού υποδοχέα (333.3±66.0 vs 298.3±47.1mg/dL, 

p=0.08 και 264.9±60.8 vs 230.6±45.8mg/dL, p=0.058) (Πίνακας 3.6).  

 Λαµβάνοντας ως συµµεταβλητές την ηλικία, το φύλο και το BMI η οµάδα 

αρνητικού υποδοχέα συνέχισε να παρουσιάζει υψηλότερα επίπεδα TC και LDL-C σε 

σχέση µε την οµάδα ελαττωµατικού υποδοχέα (p=0.044 και p=0.024 αντίστοιχα) 

(Πίνακας 3.7). 

 Στη συνέχεια συγκρίθηκε η συχνότητα εµφάνισης ξανθωµάτων (ΞΤ), 

γεροντότοξου (ΓΕ) και CAD ανάµεσα στις δύο οµάδες. Η ύπαρξη ξανθωµάτων ήταν 6 

φορές µεγαλύτερη στην οµάδα µε µετάλλαξη αρνητικού υποδοχέα σε σύγκριση µε 

την οµάδα µε µετάλλαξη ελαττωµατικού υποδοχέα (OR=5.96, p=0.1) (Πίνακας 3.8). 

 

 
Πίνακας 3.6. Σύγκριση των επιπέδων λιπιδίων µεταξύ οµάδων ελαττωµατικού και αρνητικού 

υποδοχέα. Τα επίπεδα λιπιδίων παρουσιάζονται ως mg/dL (Μέση Τιµή±ΤΑ). *Τα επίπεδα 

σηµαντικότητας P παρουσιάζονται εφόσον πλησιάζουν το επίπεδο σηµαντικότητας 0.05. 

∆είκτης Ελαττωµατικού  Αρνητικού  
Υποδοχέα Υποδοχέα 

P* 

TC 333.3±66.0 0.08 

230.6±45.8 264.9±60.8 0.058 

HDL-C 47.7±17.2 46.3±14.7 

TG 124.6±70.4 - 

Apo-AΙ 137.0±54.8 - 

181.7±28.6 195.4±52.6 - 

 

 

 

 

298.3±47.1 

LDL-C 

- 

116.5±51.6 

143.8±26.3 

Apo-B 
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Πίνακας 3.7. Η επίδραση του τύπου της µετάλλαξης του LDLR στα επίπεδα λιπιδίων. *Σε όλα 

τα µοντέλα έχει γίνει προσαρµογή για την ηλικία, το φύλο και το BMI. Τα επίπεδα 

σηµαντικότητας P παρουσιάζονται εφόσον είναι <0.05. 
Μοντέλο β±SE P* R  2∆είκτης 

1 TC 0.044 0.20 -44.05±28.47 

2 LDL-C -39.05±26.02 0.024 0.23 

HDL-C -8.48±6.43 -  

4 TG 8.47±15.59  

5 Apo-AΙ -2.29±8.36 -  

Apo-B -10·55±22.89 -  

 

 
 

Οµάδα Παράγοντας Συχνότητα OR 95% CI P 

ΞΤ+ 1/15 Eλαττωµατικού 

ΞΤ- 

ΞΤ+ 10/36 Αρνητικού 

Υποδοχέα ΞΤ- 26/36 

5.96 0.984-1.1 0.1* 

CAD+ 2/15 Eλαττωµατικού 

Υποδοχέα CAD- 13/15 

CAD+ Αρνητικού 

Υποδοχέα 

0.11 0.335-32.35 0.307** 

3 

- 

6 

Πίνακας 3.8. Η επίδραση του τύπου της µετάλλαξης στον LDLR στη συχνότητα εµφάνισης 

ξανθωµάτων (ΞΤ), γεροντότοξου (ΓΕ) και CAD. Έχει γίνει προσαρµογή για την *ηλικία,  ** την 

ηλικία, το φύλο και το BMI. 

Υποδοχέα 14/15 

9/36 

CAD- 27/36 

ΓΕ+ 2/15 Eλαττωµατικού 

ΓΕ- 13/15 Υποδοχέα 

ΓΕ+ 9/36 
2.6 0.439-15.407 0.293* 

Αρνητικού 

Υποδοχέα ΓΕ- 26/36 

 

 

 

 Ανάλογα, έγινε σύγκριση των επιπέδων λιπιδίων µεταξύ των ασθενών στους 

οποίους βρέθηκε µετάλλαξη και εκείνων που δεν βρέθηκε µετάλλαξη. Στην οµάδα µε 

µετάλλαξη κατατάχθηκαν 65 ασθενείς και στην οµάδα χωρίς µετάλλαξη 80 ασθενείς. 

Ανάλυση µε τεστ Mann Whitney έδειξε ότι η οµάδα χωρίς µετάλλαξη είχε υψηλότερα 

επίπεδα TC, LDL-C, και Apo-Β σε σχέση µε την οµάδα µε µετάλλαξη (341.4±90.7 vs 

331.5±77.0mg/dL, p=0.046, 267.6±88.9 vs 262.8±70.6mg/dL, p=0.017 και 

198.7±61.6 vs 194.7±37.0mg/dL, p=0.001) (Πίνακας 3.9).  
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 Λαµβάνοντας ως συµµεταβλητές την ηλικία, το φύλο και το BMI η οµάδα 

χωρίς µετάλλαξη παρουσίαζε µόνο υψηλότερα επίπεδα Apo-AI σε σχέση µε την 

οµάδα µε µετάλλαξη (p=0.01) (Πίνακας 3.10). 

 Στη συνέχεια συγκρίθηκε η συχνότητα εµφάνισης ξανθωµάτων, γεροντότοξου 

και CAD ανάµεσα στις δύο  οµάδες. Η εµφάνιση CAD ήταν 2 φορές µεγαλύτερη στην 

οµάδα µε µετάλλαξη στον LDLR σε σύγκριση µε την οµάδα χωρίς µετάλλαξη 

(OR=2.03, p=0.14) ενώ για τα ξανθώµατα δεν βρέθηκε καµία συσχέτιση (Πίνακας 
3.11). 
 

 

Πίνακας 3.9. Σύγκριση των επιπέδων λιπιδίων µεταξύ της οµάδας µε µετάλλαξη και της 

οµάδας χωρίς µετάλλαξη στον LDLR. Τα επίπεδα λιπιδίων παρουσιάζονται ως mg/dL (Μέση 

Τιµή±ΤΑ). *Τα επίπεδα σηµαντικότητας P παρουσιάζονται εφόσον πλησιάζουν το επίπεδο 

σηµαντικότητας 0.05. 

∆είκτης ΠΑΡΟΥΣΙΑ 
ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ LDLR 

ΑΠΟΥΣΙΑ 
ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ LDLR 

P* 

TC 331.5±77.0 341.4±90.7 0.046 

LDL-C 0.017 262.8±70.64 267.6±88.9 

HDL-C 45.5±14.53 - 46.6±111.6 

TG 141.0±82.4 - 135.0±90.5 

Apo-AΙ 139.0±24.4 - 146.0±24.8 

Apo-B 0.001 194.7±37.0 198.7±61.6 

 

 

 
Πίνακας 3.10. Η επίδραση της ύπαρξης της µετάλλαξης στον LDLR στα επίπεδα λιπιδίων. 

*Σε όλα τα µοντέλα έχει γίνει προσαρµογή για την ηλικία,  το φύλο και το BMI. Τα επίπεδα 

σηµαντικότητας P παρουσιάζονται εφόσον είναι <0.05. 
Μοντέλο ∆είκτης β±SE P* R  2

1 TC - - 24,4±13.53 

2 LDL-C -14.6±13.23 - - 

3 HDL-C - - 2.49±2.07 

4 TG - - 5.01±23.25 

5 Apo-AΙ 10.72±4.16 0.01 0.159 

6 Apo-B 7.92±9.15 - - 
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Πίνακας 3.8. Η επίδραση της ύπαρξης µετάλλαξης στον LDLR στη συχνότητα εµφάνισης 

ξανθωµάτων (ΞΤ), γεροντότοξου (ΓΕ) και CAD. Έχει γίνει προσαρµογή για την *ηλικία, ** την 

ηλικία, το φύλο και το BMI. 
Οµάδα Παράγοντας Συχνότητα OR 95% CI P 

ΞΤ+ 19/80 Απουσία 

Μετάλλαξης ΞΤ- 71/80 

ΞΤ+ 13/62 Παρουσία  

Μετάλλαξης ΞΤ- 49/62 

1.13 0.51-2.51 0.75* 

CAD+ 12/94 Απουσία 

Μετάλλαξης CAD- 82/94 

CAD+ 13/62 Παρουσία  

Μετάλλαξης CAD- 49/62 

2.03 0.78-5.25 0.14** 

ΓΕ+ 16/75 Απουσία 

Μετάλλαξης ΓΕ- 59/75 

ΓΕ+ 13/65 Παρουσία  

Μετάλλαξης ΓΕ- 49/65 

0.93 0.40-2.15 0.88* 

 

 

 

3.6 O γονότυπος της ΑpoE δεν επηρεάζει το φαινότυπο της FH  
 Σε 104 από τους ασθενείς πραγµατοποιήθηκε ανάλυση για τον γονότυπο της 

ApoΕ. Τα χαρακτηριστικά των ασθενών παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.12. ∆εκατρία 

άτοµα είχαν υπέρταση και CAD ενώ 57 άτοµα είχαν µετάλλαξη στον LDLR. Οι 

γονότυποι και η συχνότητα των αλληλοµόρφων παρουσιάζεται στον πίνακα 3.13. Τα 

αλληλόµορφα Ε2, Ε3 και Ε4 είχαν συχνότητα 0.06, 0.86 και 0.09 αντίστοιχα. ∆εν 

υπήρχε απόκλιση από την ισορροπία Hardy-Weinberg. 

 Για την ανάλυση της επίδρασης του γονότυπου της ApoE στα επίπεδα 

λιπιδίων και την εµφάνιση CAD έγινε οµαδοποίηση των ατόµων µε βάση την ύπαρξη 

των αλληλοµόρφων 3 (E2E3, E3E3) και 4 (E3E4, E4E4). 

 Στον Πίνακα 3.14 παρουσιάζονται τα επίπεδα λιπιδίων ως προς τον 

γονότυπο ΑpoE και όπως φαίνεται δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές 

µεταξύ των οµάδων Ε3 και Ε4. Σε περαιτέρω ανάλυση χρησιµοποιήθηκαν ως 

συµµεταβλητές η ηλικία και το φύλο στη µια περίπτωση και η ηλικία, το φύλο και το 

BMI στην άλλη. Κανένας από τους δείκτες που µελετήθηκαν στα µοντέλα γραµµικής 

παλινδρόµησης δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των οµάδων 

(Πίνακας 3.15).   

 Στον Πίνακα 3.16 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της λογαριθµικής 

παλινδρόµησης για την επίδραση του γονότυπου της ΑpoE στην συχνότητα 
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εµφάνισης CAD και υπέρτασης, χρησιµοποιώντας την ηλικία και το φύλο ως 

συµµεταβλητές. Όπως φαίνεται το αλληλοµόρφου Ε4 δεν επηρεάζει την εµφάνιση 

της CAD και υπέρτασης. 

 

 
Πίνακας 3.12. Κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών στους οποίους έγινε ανάλυση γονότυπου 

ΑpoE. Οι τιµές παρουσιάζονται ως µέσες τιµές ±ΤΑ. 

Αριθµός Ασθενών 104 

Φύλο Άντρες/ Γυναίκες 60/44 

Ηλικία (years) 40.8±13.2 

BMI (kg/m2) 24.79±3.43 

Υπέρταση  13/104 

CAD  13/104 

Ξανθώµατα Τενόντων  12/104 

Γεροντότοξο 14/104 

TC (mg/dL) 333.37±75.28 

LDL-C (mg/dL) 260.90±67.2 

HDL-C (mg/dL) 45.7±14.19 

TG (mg/dL) 120.61±57.56 

Apo-AΙ (mg/dL) 140.29±24.5 

Apo-B (mg/dL) 192.87±42.80 

Μετάλλαξη LDLR 57/104 

 

 

 

Πίνακας 3.13. Γονότυποι και συχνότητα των αλληλοµόρφων της ΑpoE στους ασθενείς µε FH. 

Γονότυπος 
Αριθµός Ασθενών 

 (n=104) 

E2E2 0 

E2E3 12 

E3E3 75 

E3E4 34 

E2E4 0 

E4E4 1 

Αλληλόµορφο Συχνότητα 
Ε2 0.06 

Ε3 0.86 

Ε4 0.09 
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Πίνακας 3.14. Επίπεδα λιπιδίων (mg/dL) (Μέση Τιµή±ΤΑ) µεταξύ των οµάδων Ε3 και Ε4. Τα 

επίπεδα σηµαντικότητας P δεν πλησίασαν το επίπεδο σηµαντικότητας 0.05 για κανένα δείκτη.  

∆είκτης E2E3/E3E3   E3E4/E4E4 P* 

TC 329.3±78.2 341.8±74.2 - 

LDL-C 261.0±71.1 260.2±44.4 - 

HDL-C 45.8±14.6 45.06±11.87 - 

TG 121.7±57.9 114.8±56.94 - 

Apo-AΙ 139.4±25.0 144.4±22.3 - 

Apo-B 193.7±43.5 188.6±40.5 - 

 

 

 

Πίνακας 3.15. Η επίδραση του γονότυπου ΑpoE στα επίπεδα λιπιδίων. Σε όλα τα µοντέλα 

έχει γίνει προσαρµογή *για την ηλικία και  το φύλο, ** την ηλικία, το φύλο και το BMI.  Τα 

επίπεδα σηµαντικότητας P δεν πλησίασαν για κανένα δείκτη το 0.05 

Μοντέλο ∆είκτης β±SE* P*    β±SE**    P** 

1 TC -12.0±22.21 - -15.39±22.1 - 

2 LDL-C 0.378±19.42 - -1.01±19.77 - 

3 HDL-C 1.031±3.943 - 1.24±4.01 - 

4 TG 0.371±15.84 - 10.51±15.27 - 

5 Apo-AΙ -3.83±7.36 - -2.95±7.91 - 

6 Apo-B 4.46±13.39 - 9.06±14.06 - 

.  

 

 

Πίνακας 3.16. Η επίδραση του γονότυπου ΑpoE στη συχνότητα εµφάνισης CAD και 

υπέρτασης.  

Γονότυπος Παράγοντας Συχνότητα OR 95% CI P 

CAD+ 12 
E2E3/E3E3 

CAD- 63 

CAD+ 1 
E3E4/E4E4 

CAD- 14 

0.43 0.05-3.70 0.44 

Υπέρταση + 12 
E2E3/E3E3 

Υπέρταση - 65 

Υπέρταση + 1 
E3E4/E4E4 

Υπέρταση - 14 

0.46 0.05-3.99 0.48 
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3.7 Πολυµορφισµοί σε 5 γονίδια επηρεάζουν τα επίπεδα της Αpo-B 

 Πολυµορφισµοί σε πέντε γονίδια PON-2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, PAI-1 

T11053G, FGB G-455A και NOS A-922G βρέθηκαν να επηρεάζουν τα επίπεδα της 

Αpo-B. H γενετική ανάλυση για τους πολυµορφισµούς πραγµατοποιήθηκε σε 84 

ασθενείς. Τα χαρακτηριστικά των ασθενών που αναλύθηκαν παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 3.17. 

 Οι γονότυποι και η κατανοµή των αλληλοµόρφων παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 3.18. ∆εν υπήρχε απόκλιση από την ισορροπία Hardy-Weinberg. ∆εκαπέντε 

ασθενείς παρουσίαζαν CAD και 12 υπέρταση, ενώ σε 52 άτοµα είχε βρεθεί 

µετάλλαξη στον LDLR (Πίνακας 3.17). 
 Στον Πίνακα 3.19 παρουσιάζονται τα επίπεδα λιπιδίων σύµφωνα µε τους 

γονότυπους για τους 5 πολυµορφισµούς. Για τον πολυµορφισµό PON-2 Ser311Cys, 

τα άτοµα που έφεραν το αλληλόµορφο Cys είχαν υψηλότερα επίπεδα TC, LDL-C και 

Apo-B σε σχέση µε τους οµοζυγώτες Ser/Ser (358.91±94.63 vs 316.47±52mg/dL, 

p=0.06; 281.42±81.12 vs 242.56±56.10mg/dL, p=0.04; 203.74±41.79 vs 

180.93±36.10mg/dL, p=0.02, αντίστοιχα). Υψηλότερα επίπεδα Apo-B είχαν επίσης οι 

οµοζυγώτες για το αλληλόµορφο Asn στη θέση 291 της LPL σε σύγκριση µε τους 

ετεροζυγώτες Asn/Ser (193.10±39.70 vs 132.50±12.02mg/dL, p=0.04).  

 Για τους ασθενείς µε το αλληλόµορφο T στη θέση 11053 του γονιδίου PAI, 

παρατηρήθηκαν υψηλότερα επίπεδα Apo-B. Για τους ετεροζυγώτες TG και τους 

οµοζυγώτες TT τα επίπεδα Apo-B ήταν 204.0±35.2 mg/dL και 192.22±37.50 

αντίστοιχα, ενώ στους GG οµοζυγώτες ήταν 170.77±41.84mg/dL (p=0.03).  

 Η ανάλυση για τον πολυµορφισµό G–455A στο γονίδιο FGB έδειξε ότι οι 

φορείς του G αλληλοµόρφου είχαν υψηλότερα επίπεδα Apo-B. Στους ετεροζυγώτες 

AG ήταν 194.80±36.47 και στους οµοζυγώτες GG homozygotes 137.93±48.98mg/dL 

σε σχέση µε τους AA  οµοζυγώτες 14.0mg/dL (p=0.05).  

 Τέλος, για τον πολυµορφισµό NOS A-922G, οι φορείς του αλληλοµόρφου A 

είχαν υψηλότερα επίπεδα Apo-B, οι ετεροζυγώτες AG 211.26±33.23mg/dL και οι AA 

194.82±31.04 σε σύγκριση µε τους GG οµοζυγώτες 175.31±41.57mg/dL (p=0.006). 

 Η επίδραση κάθε πολυµορφισµού στα επίπεδα λιπιδίων εκτιµήθηκε και µε 

µοντέλο γραµµικής παλινδρόµησης χρησιµοποιώντας ως συµµεταβλητές την ηλικία 

και το φύλο (Πίνακας 3.20). Μεταξύ των δεικτών που εξετάστηκαν 

συµπεριλαµβανοµένων TC, LDL-C, HDL-C, TG, Apo-AΙ και Apo-B, οι διαφορές στα 

επίπεδα Apo-B ήταν στατιστικά σηµαντικές για τους πολυµορφισµούς LPL 

Asn291Ser, PAI-1 T11053G, FGB G-455A και NOS A-922G (p=0.046, p=0.04, 

p=0.02, p=0.005 αντίστοιχα). Επιπλέον, ο πολυµορφισµός PON-2 Ser311Cys 

επηρεάζει την TC και LDL-C (p=0.03, p=0.02 αντίστοιχα) (Πίνακας 3.20). 
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Πίνακας 3.17. Κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών µε FH στους οποίους έγινε ανάλυση για 

τους πολυµορφισµούς PON-2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, PAI-1 T11053G, FGB G-455A και 

NOS A-922G. Οι τιµές παρουσιάζονται ως µέσες τιµές ± ΤΑ. 

Αριθµός Ασθενών 84 

Φύλο Άντρες/ Γυναίκες 55/ 29 

Ηλικία (years) 41.4±16.2 

BMI (kg/m2) 24.14±3.45 

Υπέρταση  12/84 

CAD  15/84 

Ξανθώµατα Τενόντων  13/84 

Γεροντότοξο 11/84 

TC (mg/dL) 330.1±83.7 

LDL-C (mg/dL) 254.8±74.6 

HDL-C (mg/dL) 48.7±16.0 

TG (mg/dL) 119.2±54.0 

Apo-AΙ (mg/dL) 141.3±23.7 

Apo-B (mg/dL) 187.2±44.71 

Μετάλλαξη LDLR  52/84 
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Πίνακας 3.18. Γονότυποι και συχνότητα αλληλοµόρφων για τους πολυµορφισµούς PON-2 

Ser311Cys, LPL Asn291Ser, PAI-1 T11053G, FGB G-455A και NOS A-922G που 

µελετήθηκαν σε 84 ασθενείς µε FH. 

 Πολυµορφισµός Αριθµός Ασθενών 

PON-2 Ser311Cys   

Ser/Ser 37 

Cys/Ser 32 

Cys/Cys 10 

Συχνότητα Αλληλοµόρφου (Cys/Ser) (0.33/0.67) 

LPL Asn291Ser  

Asn/Asn 78 

Asn/ Ser 3 

Ser/Ser 0 

Συχνότητα Αλληλοµόρφου (Asn/Ser) (0.98/0.02) 

PAI-1 T11053G  

TT 22 

GT 34 

GG 25 

Συχνότητα Αλληλοµόρφου (G/T) (0.48/0.52) 

FGB  G-455A  

GG 57 

AG 19 

ΑΑ 3 

Συχνότητα Αλληλοµόρφου (G/A) (0.84/0.16) 

NOS A-922G  

AA 20 

AG 41 

GG 23 

Συχνότητα Αλληλοµόρφου (A/G) (0.48/0.52) 
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Πίνακας 3.19. Επίπεδα λιπιδίων (mg/dL) (Μέση Τιµή±ΤΑ) µεταξύ των οµάδων σύµφωνα µε 

τους γονότυπους για τους πολυµορφισµούς PON-2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, PAI-1 

T11053G, FGB G-455A και NOS A-922G. Τα επίπεδα σηµαντικότητας P παρουσιάζονται 

εφόσον πλησιάζουν το 0.05. 

PON-2 Ser311Cys Cys/Cys, Cys/Ser  Ser/Ser   P* 

TC 358.91±94.63 316.47±52  0.06 

LDL-C 281.42±81.12 242.56±56.10  0.04 

HDL-C 48.14±16.80 46.25±13.61  - 

TG 126.58±58.94 120.22±53.61  - 

Apo-AΙ 137.03±23.02 141.22±24.26  - 

Apo-B 203.74±41.79 180.93±36.10  0.02 

LPL Asn291Ser Asn/Asn  Asn/Ser   P* 
TC 338.90±80.81 301.66±45.08  - 

LDL-C 264.28±73.32 239.33±37.54  - 

HDL-C 47.51±15.41 43.66±6.11  - 

TG 125.20±56.15 93.33±42.77  - 

Apo-AΙ 140.18±23.40 121.00±1.41  - 

Apo-B 193.10±39.70 132.50±12.02  0.04 

PAI-1 T11053G GG  TG  TT  P** 
TC 313.40±44.35 334.95±74.82 349.96±98.98 - 

LDL-C 146.60±44.07 267.56±74.16 267.42±84.96 - 

HDL-C 44.64±11.27 48.78±19.07 47.27±14.52 - 

TG 106.05±47.67 136.78±64.88 122.44±48.76 - 

Apo-AΙ 139.11±17.15 136.52±29.68 141.22±21.08 - 

Apo-B 170.77±41.84 204.00±35.20 192.22±37.50 0.03 

FGB G-455A GG  AG  AA  P** 
TC 347.78±73.69 331.01±82.16 315.33±57.27 - 

LDL-C 269.36±51.88 259.73±78.18 225.50±20.50 - 

HDL-C 47.89±16.32 46.66±15.14 46.00±4.24 - 

TG 70.00±16.97 136.58±57.46 120.64±55.53/ - 

Apo-AΙ 143.00±19.43 137.72±24.99 138.00±5.65 - 

Apo-B 186.35±42.99 194.80±36.47 115.00±9.89 0.05 

NOS A-922G AA   AG  GG   P** 
TC 340.31±59.76 332.83±94.70 332.00±56.77 - 

LDL-C 273.75±57.21 256.69±80.01 257.98±61.42 - 

HDL-C 42.36±10.64 50.28±15.29 45.52±17.31 0.07 

TG 132.05±58.52 116.46±51.68 124.42±58.18 - 

Apo-AΙ 134.58±22.91 142.62±20.58 140.10±28.84 - 

Apo-B 194.82±31.04 211.26±33.23 175.31±41.57 0.006 
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 Πίνακας 3.20. Η επίδραση των πολυµορφισµών PON-2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, PAI-1 T11053G, FGB G-455A και NOS A-922G στα επίπεδα λιπιδίων. 

Σε όλα τα µοντέλα έχει γίνει προσαρµογή για την ηλικία  και το φύλο. Τα επίπεδα σηµαντικότητας P παρουσιάζονται εφόσον πλησιάζουν το 0.05. 

PON-2 Ser311Cys LPL Asn291Ser PAI-1 T11053G FGB  G-455A NOS A-922G ∆είκτης 

β±SE P R2 β±SE P R2 β±SE P R2 β±SE P R2 β±SE P R2 

TC 41.34±18.65 0.03          0.05 49.14±48.52 - - 15.93±23.77 - - -14.03±21.82 - - 6.73±23.46 - -

LDL-C 38.64±17.03 0.02          0.096 38.83±43.74 - - -3.6±21.65 - - -7.5±19.48 - - 4.51±21.07 - -

HDL -C 0.65±3.67 -          - 4.45±9.12 - - 5.35±4.53 - - -0.146±4.11 - - -1.77±4.48 - -

TG 12.31±13.43 -          - 22.16±33.6 - - -21.57±16.52 - - -19.58±14.72 - - -1.4±16.45 - -

Apo-AΙ -5.17±6.12 -          - 19.16±17.02 - - -0.28±7.73 - - -4.59±7.29 - - 2.32±7.68 - -

Apo-B 26.58±10.24 0.01 0.11 60.19±29.45         0.046 0.07 11.3±12.59 0.04 0.11 7.15±11.8 0.02 0.134 40.59±12.05 0.005 0.167
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3.8 Πολυµορφισµός στο γονίδιο ANP επηρεάζει τα επίπεδα της Αpo-AI 
και της HDL-C αλλά όχι τη συχνότητα εµφάνισης CAD 

 Σε 83 ασθενείς περιπτώσεις δείκτες έγινε ανάλυση για τους πολυµορφισµούς 

ANP T2238C και G664A. Tα κλινικά χαρακτηριστικά παρουσιάζονται στον Πίνακα 
3.21. Η συχνότητα για κάθε αλληλόµορφο παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.22 και δεν 

υπήρχε απόκλιση από την ισορροπία Hardy-Weinberg. Mε τεστ Mann-Whitney 

µεταξύ των οµάδων ανάλογα µε το γονότυπο φάνηκε ότι οι ετεροζυγώτες για τον 

πολυµορφισµό G664A είχαν χαµηλότερα επίπεδα TC, LDL-C, HDL-C και Apo-AΙ σε 

σχέση µε τους οµοζυγώτες GG (Πίνακας 3.23).  

 

 
Πίνακας 3.21. Κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών στους οποίους έγινε ανάλυση για τους 

πολυµορφισµούς ANP T2238C και G664A. Οι τιµές παρουσιάζονται ως µέσες τιµές ± ΤΑ. 

Αριθµός Ασθενών 83 

Φύλο Άντρες/ Γυναίκες 46/37 

Ηλικία (years) 41.2±14.4 

BMI (kg/m2) 24.75±3.5 

Υπέρταση  11/83 

CAD  14/83 

Ξανθώµατα Τενόντων  12/83 

Γεροντότοξο 12/83 

TC (mg/dL) 310.0±60.0 

LDL-C (mg/dL) 238.5±58.0 

HDL-C (mg/dL) 42.6±21.3 

TG (mg/dL) 142.6±77.0 

Apo-AΙ (mg/dL) 131.5±19.85 

Apo-B (mg/dL) 185.1±38.6 

Μετάλλαξη LDLR 46/83 
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Πίνακας 3.22. Γονότυποι και συχνότητα των αλληλοµόρφων ANP T2238C και G664A  σε 

ασθενείς µε FH. 
 

 
 

 

 

Πολυµορφισµός Αριθµός Ασθενών  

ANP T2238C                    

T 57 

TC 22 

CC 2 

Συχνότητα Αλληλοµόρφου (T/C) (0.84/0.26) 

ΑΝP G664A  

GG 76 

AG 7 

AA 0 

Συχνότητα Αλληλοµόρφου (G/A) (0.96/0.04) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 Στον Πίνακα 3.24 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της ανάλυσης µε 

πολλαπλή παλινδρόµηση όπου έγινε προσαρµογή για την ηλικία και το φύλο. Παρά 

το ότι η συσχέτιση του πολυµορφισµού G664A µε την HDL-C ήταν οριακή (p=0.08), 

υπήρξε µεγάλη συσχέτιση µε την Apo-AΙ καθώς οι ετεροζυγώτες για τον 

πολυµορφισµό G664A είχαν χαµηλότερα επίπεδα Apo-AΙ (p=0.015) (Πίνακα 3.24). 
Για τον πολυµορφισµό T2238C δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στα επίπεδα λιπιδίων 

µεταξύ των οµάδων, ακόµη και µετά την προσαρµογή για την ηλικία και το φύλο. 

 Στον Πίνακα 3.25 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της λογαριθµικής 

παλινδρόµησης για τη µελέτη της επίδρασης των πολυµορφισµών στην εµφάνιση 

CAD, µετά από προσαρµογή για την ηλικία και το φύλο. ∆εν βρέθηκε συσχέτιση 

µεταξύ των πολυµορφισµών G664A και T2238C στην συχνότητα εµφάνισης CAD.  
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Πίνακας 3.23. Επίπεδα λιπιδίων (mg/dL) (Μέση Τιµή±ΤΑ) µεταξύ των οµάδων σύµφωνα µε 

τους γονότυπους για τους πολυµορφισµούς ANP G664A και T2238C. Τα επίπεδα 

σηµαντικότητας P παρουσιάζονται εφόσον πλησιάζουν το 0.05. 

ΑNP G664A GG  GA  P* 

TC 340.6±79.3 277.8±40.8 0.03 

LDL-C 266.7±71 210.4±45 

193±40.2 177.2±37.0 

0.03 

HDL-C 48.1±15.4 37.2±5.9 0.05 

TG 142.0±78 143.3±76.1 - 

Apo-AΙ 141.4±23.6 121.7±16.1 0.02 

Apo-B - 

ΑNP T2238C TT  TC/CC  P* 

TC 343.7±86.5 320.7±57.6 - 

LDL-C 269.2±75.2 249.7±60.1 - 

HDL-C 45.7±13.2 50±18.7 - 

TG 127.5±58.8 176.1±294.7 - 

Apo-AΙ 135.2±20.7 147.6±27.5 - 

Apo-B 191.5±42.6 192.2±35.6 - 

 

 

 
Πίνακας 3.24. Η επίδραση του πολυµορφισµού ANP G664A στα επίπεδα λιπιδίων. *Σε όλα 

τα µοντέλα έχει γίνει προσαρµογή για την ηλικία και το φύλο. Τα επίπεδα σηµαντικότητας P 

παρουσιάζονται εφόσον πλησιάζουν  το 0.05. 

Μοντέλο ∆είκτης β±SE P* R² 

1 TC 58.98±34.81 - - 

2 LDL-C 29.35±77.2 - - 

3 HDL-C 11.69±6.61 0.08 0.082 

4 TG 48.78±31.32 - - 

5 Apo-AΙ 25.21±10.10 0.015 0.138 

6 Apo-B 19.64±18.11 - - 
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Πίνακας 3.25. Η επίδραση των γονότυπων ANP T2238C και G664A στη συχνότητα 

εµφάνισης CAD.  *Έχει γίνει προσαρµογή για την ηλικία και το φύλο 

Γονότυπος Παράγοντας Συχνότητα OR 95% CI P 

CAD+ 11 G664G 

 CAD- 66 

CAD+ 3 
G664A 

CAD- 5 

 

 

5.15 

 

 

 

0.68-38.8 

 

 

 

0.11 

CAD+ 11 T2238T 

 CAD- 47 

CAD+ 3 T2238C/ 

C2238C CAD- 23 

0.395 0.98-1.58 0.19 

. 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 109



 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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4.1 Φάσµα LDLR µεταλλάξεων στον Ελληνικό πληθυσµό  
 Κατά τη διαδικασία ανίχνευσης µεταλλάξεων σε 183 ασθενείς µε FH 

βρέθηκαν συνολικά 17 µεταλλάξεις, στον υποκινητή, στα εξόνια και στα όρια 

εξονίων/εσονίων του LDLR. Από τα 183 άτοµα για τα οποία έγινε ανάλυση, βρέθηκαν 

µεταλλάξεις σε  67 ασθενείς και 11 συγγενείς τους (Dedoussis et al., 2004b).  

 Η πρώτη µελέτη στην Ελλάδα για τον προσδιορισµό του φάσµατος των 

µεταλλάξεων στον LDLR έγινε το 1997 από την οµάδα των Mavroidis et al. Τα 

αποτελέσµατα της µελέτης έδειξαν ότι σε αντίθεση µε άλλους πληθυσµούς που είχαν 

µελετηθεί, στις µεταλλάξεις του γονιδίου του LDLR στην Ελλάδα δεν 

συµπεριλαµβάνονται µεγάλες ανακατατάξεις (Μavroidis et al., 1997, Hobbs et al., 

1992). Η πιο συχνή µετάλλαξη ήταν η S265R (FH-Greece-2), που είχε 

πρωτοαναφερθεί από τους Hobbs et al.,  (Hobbs et al., 1992), σε Έλληνες του 

εξωτερικού και αναφέρθηκαν ακόµη οι C292X (FH Cyprus 1) και D280G (Μavroidis 

et al., 1997).  

 Η ίδια οµάδα ανέλυσε 150 ετερόζυγα παιδιά µε FH για µεταλλάξεις στον 

LDLR. Στο δείγµα που µελετήθηκε, πέρα από τις µεταλλάξεις που είχαν 

προαναφερθεί, βρέθηκαν ακόµη άλλες τρεις, η C152R (FH Greece-1), η V408M (FH 

Afrikaner-2) και η G528D (FH Genoa Palermo) (Traeger-Synodinos et al, 1998). Σε 

επόµενες µελέτες ταυτοποιήθηκαν 3 νέες µεταλλάξεις, οι I430T, C6W και G571E, σε 

πληθυσµό της Ηπείρου (Miltiadous et al., 2000, Miltiadous et al., 2001).  

 Στην Κύπρο 3 µεταλλάξεις στον LDLR είναι υπεύθυνες για το 100% τoυ 

φαινότυπου FH (Xenophontos et al., 2000). Η πιο συχνή µετάλλαξη C292X στο 

εξόνιο 6, µε ποσοστό εµφάνισης 48%, είναι µια ανερµηνεύσιµη µετάλλαξη, που είχε 

προηγουµένως βρεθεί σε 2 Κύπριους ασθενείς (Mavroidis et al., 1997, Traeger-

Synodinos et al., 1998). Η δεύτερη συχνότερη µετάλλαξη, C660X, µε ποσοστό 

εµφάνισης 30%, είναι επίσης ανερµηνεύσιµη και βρίσκεται  στο εξόνιο 14, γνωστή και 

ως FH Lebanese. Η τρίτη µε ποσοστό εµφάνισης 23% είναι διπλή µετάλλαξη Q363X; 

D365E στο εξόνιο 8, και βρέθηκε σε οικογένεια από την Κύπρο (Kotze et al., 1997). 

Σύµφωνα µε τον αριθµό και τις συχνότητες των µεταλλάξεων, για το δείγµα των 

ασθενών που µελετήθηκαν στα πλαίσια της διατριβής, είναι εµφανές ότι ο Ελληνικός 

πληθυσµός είναι πιο οµοιογενής σε σχέση µε της Ιταλίας (Βertolini et al., 2000), της 

Ισπανίας (Mozas et al., 2000), της Γερµανίας (Dedoussis et al., 2004a, Nauck et al., 

2001) και της Ολλανδίας (Fouchier et al., 2001), όπου ο µεγάλος αριθµός 

µεταλλάξεων προσδίδει µεγάλη ετερογένεια. 

 Παρόµοια εικόνα µε τον Ελληνικό πληθυσµό έχουν και άλλοι όπως της 

Νορβηγίας και της Φιλανδίας όπου η νόσος οφείλεται σε λίγες µεταλλάξεις (Fouchier 

et al., 2001, Leren et al., 1997). Γενικότερα, ο αριθµός των παθογόνων µεταλλάξεων 
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στον LDLR ποικίλει ανάµεσα στις Ευρωπαϊκές χώρες (Εικόνα 4.1). Από την άλλη, 

υπάρχουν χώρες όπως η Ισλανδία όπου η FH οφείλεται σε µια µόνο µετάλλαξη. Στην 

Εικόνα 4.2 παρουσιάζονται οι τρεις πιο συχνές µεταλλάξεις για κάθε χώρα. Κάποιες 

από αυτές είναι κοινές για τις διάφορες χώρες υποδηλώνοντας ίσως την προέλευσή 

τους από ένα κοινό πρόγονο.  

 Σε παλαιότερη µελέτη, έγινε προσπάθεια να υπολογιστεί ο αριθµός των 

γενεών που πέρασαν από τον κοινό πρόγονο από τον οποίο προήλθαν τέσσερις 

συχνές µεταλλάξεις του Ελληνικού πληθυσµού (Traeger-Synodinos et al, 1998). Για 

το σκοπό αυτό έγινε ανάλυση δύο πολυµορφικών µικροδορυφορικών αλληλουχιών 
στο χρωµόσωµα 19. Μια από τις δύο βρέθηκε να συνδέεται (in linkage 

dissequillibrium) µε τον LDLR. Στη συνέχεια, µε τη χρήση εξίσωσης υπολογίστηκε ότι 

οι µεταλλάξεις στο γονίδιο του LDLR στην Ελλάδα έχουν προκύψει τα τελευταία 1000 

χρόνια (Traeger-Synodinos et al, 1998). Σε αυτό το γεγονός µπορεί να οφείλεται η 

οµοιογένεια που παρατηρήσαµε στον Ελληνικό πληθυσµό.  
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α 4.1. Στον χάρτη της Ευρώπης παρουσιάζονται τα επίπεδα ετερογένειας ως προς τις 

λάξεις στον LDLR, µε βάση τα δεδοµένα που υπάρχουν στη βιβλιογραφία. 

112



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eικόνα 4.2. Στον χάρτη παρουσιάζονται οι τρεις πιο συχνές µεταλλάξεις για κάθε χώρα. Η 

ονοµατολογία είναι σύµφωνα µε τις οδηγίες του HUGO (www.HGVS.org/mutnomen/), 

ξεκινώντας από το νουκλεοτίδιο +1 (A  του ATG-κωδικόνιου µετάφρασης). 

 
 

 Από τις 17 µεταλλάξεις που βρήκαµε, oi τέσσερις, οι V408M, G528D, C6W 

και S265R, εµφανίζονται µε µεγαλύτερη συχνότητα. Το 73% των ασθενών µε FH, 

ήταν φορείς για µια από αυτές τις µεταλλάξεις. Επιπλέον, οι παραπάνω συχνές 

µεταλλάξεις έδειξαν να παρουσιάζουν γεωγραφική κατανοµή (Dedoussis et al., 

2004b).  

 Το ποσοστό ανίχνευσης µεταλλάξεων που αναφέρεται στην παρούσα µελέτη 

(43%) δεν απέχει από τα ποσοστά άλλων µελετών που έχουν για το ίδιο σκοπό 

(Εbhart et al., 1999). Γενικά, το ποσοστό ανίχνευσης µεταλλάξεων για την FH, είτε σε 

ερευνητικό είτε σε διαγνωστικό επίπεδο, κυµαίνεται από 30-80% ανάλογα µε τα 

κριτήρια που χρησιµοποιούνται για τη διάγνωση και την ευαισθησία της µεθόδου 

(Leren et al., 1997, Heath et al., 1999, Fouchier et al., 2001). Το ποσοστό που 

αναφέρουµε µπορεί να δικαιολογηθεί εν µέρει από τη µεθοδολογία που 

χρησιµοποιήσαµε. Παρά το γεγονός ότι η µέθοδος DGGE είναι ένα σηµαντικό 

“εργαλείο” για την ανίχνευση µεταλλάξεων δεν µπορεί να εντοπίσει όλες τις 
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µεταλλάξεις, πιθανόν λόγω της θέσης τους στο τµήµα που αναλύεται ή λόγω της 

γειτονικής αλληλουχίας του τµήµατος που αναλύεται. Σε αυτές τις περιπτώσεις 

προτείνεται δεύτερος κύκλος αναλύσεων µε διαφορετική µέθοδο πχ. DHPLC, που 

αυξάνει τις πιθανότητες εύρεσης µετάλλαξης (Bunn et al., 2002). Υπάρχουν 

περιπτώσεις ασθενών που ενώ έχουν διαγνωστεί µε FH δεν είναι δυνατή η εύρεση 

µετάλλαξης στο γονίδιο ApoB, ή στα εξόνια και στα όρια εξονίων/εσονίων του LDLR. 

Σε αυτές τις περιπτώσεις, µπορεί η µετάλλαξη να βρίσκεται σε περιοχές του γονιδίου 

που δεν αναλύονται όπως τα εσόνια (Fischer et al., 1991, Schuster et al., 1991). 

Έτσι, είναι πιθανή η ύπαρξη µικρών ανακατατάξεων στα εσόνια του LDLR που 

επηρεάζουν την ωρίµανση (Copper et al., 1993, Webb et al., 1996, Amsellem et al., 

1988) ή τη σταθερότητα του mRNA (Ross, 1988). Επιπλέον, πρέπει να λάβουµε υπ’ 

όψιν την πιθανή ύπαρξη µεταλλάξεων και σε άλλα γονίδια όπως το PCSK9 (Abifadel 

et al., 2003). 

 Η οµοιογένεια που παρατηρήσαµε στον Ελληνικό πληθυσµό, ως προς τις 

µεταλλάξεις στον LDLR, θέτει το ερώτηµα για το αν είναι εφικτή και αναγκαία η 

εφαρµογή της γενετικής ανάλυσης, σε διαγνωστικό επίπεδο, στην Ελλάδα. Για να 

απαντηθεί το ερώτηµα αυτό έχει σηµασία να εκτιµηθεί η σηµαντικότητα της γενετικής 

ανάλυσης, και τα οφέλη που προκύπτουν στις χώρες που ήδη εφαρµόζεται. 

 Για να εφαρµοστεί αλυσιδωτή γενετική εξέταση (cascade genetic screening) 

για µια ασθένεια, δηλαδή η εύρεση του πρώτου ασθενούς στην οικογένεια 

(περίπτωση δείκτης) και στη συνέχεια ο εντοπισµός συγγενών του µε τον ίδιο 

γονότυπο, πρέπει να πληρούνται οι κανονισµοί του WHO (Wilson και Jungner 1968, 

Godard et al., 2003). H FH είναι µια ασθένεια που πληρεί όλα τα κριτήρια του WHO 

και η αλυσιδωτή γενετική ανάλυση προτείνεται από όλους τους διεθνείς οργανισµούς 

όπως τον MEDPED (Williams et al., 1996) και την Ευρωπαϊκή Εταιρία 

Αθηροσκλήρυνσης (Wood et al., 1998). Οι συγγενείς πρώτου βαθµού έχουν 

πιθανότητα 50 ή 100% να έχουν FH ανάλογα µε το αν η περίπτωση δείκτης είναι 

ετεροζυγώτης ή οµοζυγώτης αντίστοιχα, και γίνεται ανάλυση για την ύπαρξη της ίδιας 

µετάλλαξης που έχει βρεθεί στην περίπτωση δείκτη.  

 Η αλυσιδωτή γενετική ανάλυση εφαρµόζεται σε αρκετές χώρες  µε την 

Ολλανδία και τη Νορβηγία να έχουν το πιο αναπτυγµένο σύστηµα. Στην Ολλανδία 

που έχει και έναν από τους πιο ανοµοιογενείς πληθυσµούς ως προς τον LDLR,  έχει 

γίνει γενετική ανάλυση σε 5,000 άτοµα από το 1994, και στη Νορβηγία σε 851 τα 

τελευταία 3 χρόνια. Τη στιγµή της γενετικής ανάλυσης µόνο το 38% και το 53% των 

συγγενών που διαγνώστηκαν µε FH στην Ολλανδία και στη Νορβηγία αντίστοιχα, 

ακολουθούσαν υπολιπιδαιµική αγωγή (Umans-Eckenhausen et al., 2003, Leren et 

al., 2004b). Επιπλέον, µόνο το 6% των συγγενών που διαγνώστηκαν µε γενετική 
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ανάλυση µε FH είχαν επίπεδα TC κάτω από τα επιθυµητά (5.0mmol/l) (Umans-

Eckenhausen et al., 2003). Επίσης, από τους συγγενείς που διαγνώστηκαν µε FH 

µόνο το 8% είχε ξανθώµατα, τα οποία αν και αποτελούν βασικό κριτήριο της κλινικής 

διάγνωσης δεν εµφανίζονται συχνά. Μέσα σε ένα χρόνο από την έναρξη της 

γενετικής διάγνωσης στην Ολλανδία, το ποσοστό των συγγενών µε FH που έπαιρναν 

υπολιπιδαιµική αγωγή αυξήθηκε από 38% σε 93% (Umans-Eckenhausen et al., 

2003), και στη Νορβηγία από 53% σε 89% (Leren et al., 2004b). Στο ίδιο διάστηµα, 

στους ασθενείς που ξεκίνησαν θεραπεία στην Ολλανδία, παρατηρήθηκε µείωση της 

TC κατά 23% (Umans-Eckenhausen et al., 2003), και στη Νορβηγία κατά 21% (Leren 

et al., 2004b). Χρήση στατινών την ίδια περίοδο, σύµφωνα µε τη µελέτη Euroaspire II 

που πραγµατοποιήθηκε σε 15 Ευρωπαϊκές χώρες, γινόταν από το 30.7% (στην 

Ελλάδα) έως το 75.1% (στην Ολλανδία) των ασθενών (EUROASPIRE II study 

group). 

 Η κλινική διάγνωση της FH σε περιπτώσεις δείκτες δεν είναι επαρκής για την 

έναρξη αλυσιδωτής γενετικής ανάλυσης σε µια οικογένεια, και σύµφωνα µε τα 

κριτήρια του WHO για την έναρξή της είναι απαραίτητη η εύρεση µετάλλαξης µέσω 

της µοριακής γενετικής ανάλυσης στην περίπτωση δείκτη (Ηadfield and Humphries, 

2005). Για την εφαρµογή της είναι σηµαντική και η συµβολή της περίπτωσης δείκτη 

που δίνει τις πληροφορίες για τους συγγενείς του (Νewson and Humphries, 2005).  

 O προγεννητικός έλεγχος δεν συνιστάται για την FH, εκτός και αν πρόκειται 

για εγκυµοσύνη οµόζυγου εµβρύου. ∆εν υπάρχει κανένας λόγος διακοπής µιας 

κύησης, ετερόζυγου εµβρύου καθώς τα συµπτώµατα της νόσου εµφανίζονται στην 

ενήλικη ζωή και η υπερλιπιδαιµία, όπως και η πιθανότητα εµφάνισης CAD, µπορούν 

να τροποποιηθούν µε την εφαρµογή της κατάλληλης θεραπείας (Humphries et al., 

1997).  

 Η εφαρµογή αλυσιδωτής γενετικής ανάλυσης στην FH φαίνεται να µην έχει 

ψυχολογικές συνέπειες (Tonstad, 1996, Tonstad et al., 1996, Andersen et al., 1997, 

van Maarle et al., 2001, van Maarle et al., 2003, Hollman et al., 2003, de Jongh et al., 

2003). Λόγω της γενετικής προδιάθεσης που υπάρχει για την εκδήλωση της FH ένα 

µεγάλο ποσοστό των συγγενών των ατόµων µε FH έχουν ήδη επίγνωση του 

αυξηµένου κινδύνου εµφάνισης CAD αλλά και της πιθανής κληρονόµησης του  

γενετικού και βιοχηµικού προφίλ, καθώς και των διαθέσιµων θεραπευτικών 

επιλογών. Στο πρόγραµµα που εφαρµόζεται στην Ολλανδία µόνο το 2% των 

συµµετεχόντων µετάνιωσαν που υποβλήθηκαν σε γενετική ανάλυση (Umans-

Eckenhausen et al., 2003). ∆ηµογραφική έρευνα στο γενικό πληθυσµό αποκάλυψε 

ότι το 77% θα συµµετείχε σε αλυσιδωτή γενετική ανάλυση για την FH, εάν είχαν 

κάποιο συγγενή µε τη νόσο (Tonstad et al., 1995). Επιπλέον, το γεγονός ότι το 72-
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90% των συγγενών πρώτου βαθµού στους οποίους προσφέρεται γενετική εξέταση 

αποφασίζουν να υποβληθούν σε αυτή, σηµαίνει ότι η γενετική εξέταση είναι 

αποδεκτή (Umans-Eckenhausen et al., 2001, Leren et al., 2004b, Bhatnagar et al., 

2000). 

 Στα προγράµµατα γενετικής ανάλυσης στην Ολλανδία δεν συµµετέχουν 

παιδιά κάτω των 16 ετών, ενώ στη Νορβηγία τα συµµετέχουν µόνο όταν υπάρχουν 

θεραπευτικές επιλογές που εξαρτώνται από το αποτέλεσµα της ανάλυσης (Αct 

relating to the application of biotechnology in medicine). Στη µελέτη των Umans-

Eckenhausen et al., 87% των γονιών δέχτηκε τα παιδιά ηλικίας κάτω των 16 να 

υποβληθούν σε γενετική ανάλυση για την FH (Umans-Eckenhausen et al., 2002b). 

Όπως επίσης φαίνεται τα παιδιά µε FH δεν διαφέρουν στη συµπεριφορά και στις 

ψυχολογικές εκδηλώσεις από τα υγιή (Tonstad 1996, Tonstad et al., 1996, de Jongh 

et al., 2003). Στη µελέτη µας συµµετείχαν οκτώ παιδία κάτω των 16 ετών και σε δύο 

από αυτά βρέθηκε µετάλλαξη. Το γεγονός ότι υπάρχουν µελέτες στη χώρα µας 

(Traeger-Synodinos  et al., 1998, Mavroidis et al., 1997) που έχει γίνει γενετική 

ανάλυση σε παιδία µε FH, δείχνει ότι οι γονείς αποδέχονται την εφαρµογή της. 

 Σε µια µελέτη στη Μεγάλη Βρετανία, τα οικονοµικά οφέλη της γενετικής 

ανάλυσης,  υπολογίστηκαν µε βάση τα έτη ζωής που κερδίζει ο κάθε ασθενής, 

συµπεριλαµβανοµένης της εξέτασης και το κόστος της θεραπείας (Marks et al., 

2002). O εντοπισµός µελών από οικογένειες µε διαγνωσµένη FH ήταν ο πιο 

αποτελεσµατικός (κόστος για κάθε επιπλέον έτος ζωής $5,752) και για κάθε 5 άτοµα 

που έγινε γενετική ανάλυση βρέθηκαν 2 περιπτώσεις µε FH. Το κόστος της εξέτασης 

ήταν $247 και εάν η µετάλλαξη στην οικογένεια ήταν γνωστή το κόστος για κάθε 

επιπλέον έτος ζωής ήταν $9,126.4. Η εξέταση του γενικού πληθυσµού ήταν η 

λιγότερο αποτελεσµατική και χρειάστηκε η ανάλυση 1,365 ατόµων µε κόστος 

$18,106 για την εύρεση µιας περίπτωσης µε µετάλλαξη (Marks et al., 2002). 

 Τα θετικά οικονοµικά οφέλη από την αλυσιδωτή γενετική ανάλυση φαίνονται 

και από την εφαρµογή της στην Ολλανδία (Marang-van de Mheen et al., 2002). Το 

µεγαλύτερο µέρος του κόστους οφείλεται κυρίως στην υψηλή τιµή των στατινών, 

αναµένεται όµως η τιµή τους να µειωθεί καθώς τα δικαιώµατα ευρεσιτεχνίας λήγουν 

σύντοµα (Austin et al., 2004). 

  Σε πρόσφατη αναφορά από τους Damgaard et al., φαίνεται ότι τα επίπεδα 

ανίχνευσης µεταλλάξεων έχουν πέσει από το 80% στο 30% τα τελευταία 10 χρόνια, 

αντανακλώντας τη µελέτη ασθενών µε πολύ πιο ήπιο φαινότυπο (Damgaard et al., 

2005). Στη Μεγάλη Βρετανία το ποσοστό εύρεσης µετάλλαξης, σε ασθενείς που 

διαγνώστηκαν σύµφωνα µε τα κριτήρια Simon Broome, ήταν 32% (Ηeath et al., 

2001b), και στη Ολλανδία το δίκτυο λιπιδαιµικών κλινικών (Dutch Lipid Clinic 
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Network) βρήκε µεταλλάξεις σε ποσοστό 80% (Fouchier et al., 2001). Το γεγονός ότι 

το 40% των ασθενών µε βέβαιη κλινική διάγνωση FH δεν είχαν µετάλλαξη στον 

LDLR, αποδίδεται στην ανεπάρκεια των µεθόδων γενετικής διάγνωσης ή στο γενετικό 

υπόβαθρο της FH σε κάποιες περιπτώσεις (Damgaard et al., 2005).  

  Ο κλινικός προσδιορισµός της FH από το Simon Broome και το Dutch Lipid 

Clinic Network είναι απαραίτητος για τον εντοπισµό των ατόµων που φέρουν 

µετάλλαξη σε ένα γονίδιο. Απόρροια αυτής της προσέγγισης είναι η εύρεση 

µετάλλαξης σε ποσοστό 30-40% (Damgaard et al., 2005). Σε καµία µελέτη µέχρι 

τώρα δεν έχει επιτευχθεί η εύρεση µετάλλαξης στο 100% των ασθενών που έχουν 

διαγνωστεί µε βάση τα κλινικά χαρακτηριστικά. 

 Όπως φαίνεται από τα παραπάνω στοιχεία, τα οφέλη που προκύπτουν από 

την εφαρµογή αλυσιδωτής γενετικής ανάλυσης είναι πολλά. Ιδιαίτερα ευνοούνται οι 

ασθενείς που υποβάλλονται σε γενετική ανάλυση και γνωρίζουν νωρίς το 

αποτέλεσµά της, γιατί ξεκινούν έγκαιρα θεραπευτική αγωγή. Σηµαντικά είναι και τα 

οικονοµικά οφέλη για τη χώρα στην οποία εφαρµόζεται  το πρόγραµµα γενετικής 

ανάλυσης. Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης σχετικά µε την οµοιογένεια του 

Ελληνικού πληθυσµού ως προς τις µεταλλάξεις του LDLR, αλλά και τη γεωγραφική 

κατανοµή κάποιων από αυτές έχουν µεγάλη σηµασία. Τα χαρακτηριστικά αυτά του 

πληθυσµού φαίνεται να διευκολύνουν τη δυνατότητα εφαρµογής ενός προγράµµατος 

γενετικής ανάλυσης για την FH στη χώρα µας, ιδιαίτερα µάλιστα αν αναλογιστούµε 

ότι ήδη εφαρµόζεται σε χώρες που παρουσιάζουν µεγάλη ετερογένεια, όπως η 

Ολλανδία. 

 

 

4.2 Επίδραση των µεταλλάξεων του LDLR στο φαινότυπο 
 Για να συγκριθούν τα βιοχηµικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών που 

στµµετείχαν στη µελέτη το δείγµα χωρίστηκε σε 2 οµάδες. Ο διαχωρισµός έγινε µε 

βάση την προβλεπόµενη επίδραση της µετάλλαξης στην λειτουργικότητα του LDL-R, 

και οι οµάδες ορίστηκαν είτε ως ελαττωµατικού είτε ως αρνητικού υποδοχέα. 

 Τα επίπεδα TC και LDL-C ήταν υψηλότερα στην οµάδα µε µετάλλαξη 

αρνητικού υποδοχέα. Επιπλέον, στην ίδια οµάδα η συχνότητα εµφάνισης 

ξανθωµάτων ήταν 6 φορές µεγαλύτερη σε σχέση µε την οµάδα ελαττωµατικού 

υποδοχέα (Dedoussis et al., 2004b). Τα αποτελέσµατά µας είναι σύµφωνα άλλες 

όπου η συχνότητα εµφάνισης CAD και ξανθωµάτων ήταν 2 φορές µεγαλύτερη στην 

οµάδα αρνητικού υποδοχέα σε σχέση µε την οµάδα ελαττωµατικού υποδοχέα 

(Bertolini et al., 2000). Σε άλλες µελέτες φαίνεται ότι η ύπαρξη ξανθωµάτων 

 117



επηρεάζεται και από περιβαλλοντικούς παράγοντες (Χenofontos et al., 2000). Η 

πλειοψηφία των ασθενών που συµµετείχε στην παρούσα έρευνα είχε καταγωγή από 

την επαρχεία, όπου συνήθως κυριαρχεί η υιοθέτηση της Μεσογειακής δίαιτας, γι’ 

αυτό η µεγάλη διαφορά στην συχνότητα εµφάνισης ξανθωµάτων µεταξύ των δύο 

οµάδων αποδίδεται στο είδος της µετάλλαξης και όχι τόσο σε περιβαλλοντικούς 

παράγοντες (Dedoussis et al., 2004b). Η διαφορά που παρατηρήθηκε στα επίπεδα 

TC και LDL-C µεταξύ των δύο οµάδων ελαττωµατικού και αρνητικού υποδοχέα είναι 

σύµφωνη µε προηγούµενα αποτελέσµατα όπου η LDL-C ήταν υψηλότερη κατά 18% 

σε ασθενείς µε µετάλλαξη αρνητικού υποδοχέα σε σχέση µε ασθενείς µε µετάλλαξη 

ελαττωµατικού υποδοχέα (Bertolini et al., 2000). 

 H σύσταση των ξανθωµάτων είναι όµοια µε της αθηρωµατικής πλάκας, και σε 

κλινικές µελέτες η ύπαρξή τους έχει συσχετιστεί µε την εµφάνιση CAD σε ασθενείς µε 

FH (Ferrieres et al., 1995, Hopkins et al., 2001, Alonso et al., 2002). Ο µηχανισµός 

µε τον οποίο δηµιουργούνται ξανθώµατα σε κάποιους ασθενείς ενώ σε κάποιους 

άλλους όχι, δεν είναι γνωστός. Πρόσφατα αναφέρθηκε ότι ίσως να υπάρχει και 

κάποιο άλλο γονίδιο εκτός του LDLR που να επηρεάζει την ύπαρξη ξανθωµάτων 

(Vergopoulos et al., 1997). Το 2005 πραγµατοποιήθηκε µια έρευνα για να 

προσδιοριστεί εάν τα µακροφάγα κύτταρα που προέρχονται από ασθενείς µε FH µε 

ξανθώµατα έχουν µεγαλύτερη πιθανότητα να µετατραπούν σε αφρώδη µετά από 

υπερδιάθεση oxLDL, σε σχέση µε τα µακροφάγα από ασθενείς που δεν παρουσίαζαν 

ξανθώµατα (Αrtieda et al., 2005). Η µελέτη της γονιδιακής έκφρασης σε µακροφάγα 

ασθενών µε και χωρίς ξανθώµατα, αλλά και το περιεχόµενο των κυττάρων σε λιπίδια, 

έδειξε ότι τα µακροφάγα από τις δύο οµάδες ασθενών έχουν διαφορετική 

ανταπόκριση στην oxLDL, καθώς οι ασθενείς µε ξανθώµατα παρουσιάζουν 

µεγαλύτερη αποθήκευση εστέρων χοληστερόλης και έχουν διαφορική γονιδιακή 

έκφραση. Οι ασθενείς µε ξανθώµατα έχουν αυξηµένα επίπεδα τρυπτάσης, 

παράγοντα νέκρωσης όγκων (tumor necrosis factor a -TNF-a), IL-6 και IL-8. Φαίνεται 

λοιπόν από τα παραπάνω ότι η ύπαρξη ξανθωµάτων σχετίζεται µε αυξηµένα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα λιπιδίων, και υψηλότερη φλεγµονώδη ανταπόκριση στα 

µακροφάγα µετά από επίδραση µε oxLDL (Αrtieda et al., 2005). 

 Πολλές προσπάθειες έχουν γίνει για να συσχετιστεί η ύπαρξη συγκεκριµένων 

µεταλλάξεων µε την κλινική εικόνα της FH, σε πολλές περιπτώσεις όµως τα επίπεδα 

λιπιδίων διαφέρουν κατά πολύ όχι µόνο ανάµεσα σε ασθενείς που φέρουν 

διαφορετικές µεταλλάξεις στον LDLR αλλά και ανάµεσα σε ασθενείς που φέρουν την 

ίδια µετάλλαξη (Μoorjani et al., 2003).  

 Για παράδειγµα η πιο συχνή µετάλλαξη στην Ολλανδία (N543H), οδηγεί σε 

φαινότυπο µε επίπεδα LDL-C που κυµαίνονται από φυσιολογικά έως και πάνω από 
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το 95ο εκατοστηµόριο για το γενικό πληθυσµό (Umans-Eckenhausen et al., 2002a). 

 Το φαινόµενο αυτό ενισχύει την υπόθεση ότι περιβαλλοντικοί και άλλοι 

γενετικοί παράγοντες καθορίζουν το φαινότυπο. Επιπλέον, η σύγκριση του 

φαινότυπου σε µεγάλο αριθµό ασθενών µε βάση το γενετικό υπόβαθρο του LDL-R 

είναι δύσκολη. Αυτό συµβαίνει γιατί η µεγάλη ετερογένεια των µεταλλάξεων στον 

LDLR, που είναι εµφανής στους περισσότερους πληθυσµούς, καθιστά δύσκολη τη 

συλλογή επαρκούς αριθµού ασθενών µε διαφορετικές µεταλλάξεις και την 

ταξινόµησή τους σε οµάδες.  

 Οι Graham et al., µελέτησαν τη συσχέτιση γονότυπου-φαινότυπου σε 

ετεροζυγώτες µε FH που έφεραν διαφορετικές µεταλλάξεις στον LDLR. Τα άτοµα µε 

µεταλλάξεις ανάγνωσης πλαισίου είχαν υψηλότερα επίπεδα LDL-C σε σχέση µε 

εκείνους που είχαν παρερµηνεύσιµες µεταλλάξεις (Graham et al., 1999). Κάτι 

ανάλογο παρατηρήθηκε και σε Γάλλο-Καναδούς µε FH (Moorjani et al., 1993). Στους 

φορείς µιας µεγάλης έλλειψης (>5Κb) µεταξύ του υποκινητή και του πρώτου εξόνιου 

του LDLR (µετάλλαξη αρνητικού υποδοχέα), η µέση τιµή TC ήταν πολύ υψηλότερη 

σε σχέση µε άτοµα που είχαν την µετάλλαξη W66G (µετάλλαξη ελαττωµατικού 

υποδοχέα) (Moorjani et al., 1993). Ανάλογα, Αφρικανοί µε τη µετάλλαξη αρνητικού 

υποδοχέα V408M είχαν υψηλότερα επίπεδα TC σε σχέση µε Αφρικανούς µε τη 

µετάλλαξη ελαττωµατικού υποδοχέα D206E (Kotze et al., 1993).  

 H πιο πρόσφατη µελέτη συσχέτισης γονότυπου LDLR και κλινικής εικόνας 

έδειξε ότι συγκεκριµένες µεταλλάξεις επηρεάζουν ακόµη και το µέγεθος και την 

πυκνότητα της LDL. Οι ασθενείς µε µετάλλαξη αρνητικού υποδοχέα (French 

Canadian έλλειψη >15kb, R329X, Y468X, C646Y) είχαν µικρά και πυκνά σωµατίδια 

LDL σε σχέση µε µάρτυρες, και σε αυτό µπορεί να οφείλεται ο αυξηµένος κίνδυνος 

CAD στους πρώτους (Hogue et al., 2005). 

 Τέλος το είδος της µετάλλαξης φαίνεται να επηρεάζει και την ηλικία κατά την 

οποία εκδηλώνεται η CAD. Σε ασθενείς µε µετάλλαξη αρνητικού υποδοχέα τα 

περιστατικά CAD εκδηλώνονται σε νεαρότερη ηλικία σε σχέση µε τους ασθενείς µε 

µετάλλαξη ελαττωµατικού υποδοχέα (Volh et al., 1997, Gaudet et al.,1999).  

H µικρή συσχέτιση µεταξύ της συγκέντρωσης της χοληστερόλης και της 

λειτουργικότητας του LDL-R σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων που έχει αναφερθεί σε 

κάποιες µελέτες υποδηλώνει ότι υπάρχουν και άλλοι παράγοντες που επηρεάζουν το 

φαινότυπο της FH (Sun et al., 1998). 

 Η σηµαντική επίδραση των περιβαλλοντικών παραγόντων στο φαινότυπο της 

FH επιβεβαιώνεται από την µελέτη των Pimstone et al., που σύγκριναν τα επίπεδα 

λιπιδίων και τη συχνότητα εµφάνισης CAD σε Κινέζους ασθενείς, µε χαρακτηρισµένη 

µετάλλαξη στον LDLR, που ζούσαν είτε στην Κίνα είτε στον Καναδά. Υψηλότερα 
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επίπεδα LDL-C, καθώς και συχνότερη εµφάνιση CAD και ξανθωµάτων 

παρατηρήθηκαν στους ασθενείς που ζούσαν στον Καναδά σε σχέση µε εκείνους που 

ζούσαν στην Κίνα. Οι διαφορές αυτές αποδόθηκαν στην αυξηµένη πρόσληψη λίπους 

και τα µειωµένα επίπεδα φυσικής δραστηριότητας των πρώτων (Pimstone et al., 

1998). 

 Σε µελέτες που συµπεριέλαβαν άτοµα οικογενειών που προέρχονταν από 

περισσότερες από µια γενιές παρατηρήθηκε ότι η εκδήλωση CAD και η θνησιµότητα 

από αυτή, παρουσιαζόταν σε µεγαλύτερη ηλικία στους ετεροζυγώτες που έζησαν 

στις αρχές του 20ου αιώνα σε σχέση µε εκείνους που έζησαν στο τέλος του (Willialms 

et al., 1986, Sijbrands et al., 2001). Και οι δύο µελέτες αποδίδουν τη διαφορά αυτή 

στις αλλαγές του τρόπου ζωής, ειδικότερα στην αύξηση πρόσληψης διαιτητικού 

λίπους και την καθιστική ζωή. Σε προοπτική µελέτη 15 χρόνων, που έγινε σε 639 

ασθενείς µε FH που παρακολουθούνταν στη Μονάδα Λιπιδίων του Ιπποκρατείου, 

φάνηκε ότι το κάπνισµα αυξάνει την εµφάνιση καρδιαγγειακής νόσου (Panagiotakos 

et al., 2003).  

 Όταν συγκρίναµε ασθενείς µε µετάλλαξη στον LDLR µε ασθενείς χωρίς 

µετάλλαξη, παρατηρήσαµε χαµηλότερα επίπεδα Apo-AI και 2 φορές µεγαλύτερη 

συχνότητα εµφάνισης CAD, στην πρώτη οµάδα. Η συγκέντρωση της Apo-AI στο 

πλάσµα επηρεάζεται από την ταχύτητα µε την οποία παράγεται αλλά και το χρόνο 

παραµονής της στο πλάσµα, ενώ η συγκέντρωσή της στα σωµατίδια των ώριµων 

HDL-C αντικατοπτρίζει τη συγκέντρωση των HDL σωµατιδίων (Maciejko et al., 1983). 

Όπως και η HDL-C η Αpo-AI συνδέεται αρνητικά µε τον κίνδυνο εµφάνισης CAD 

(Maciejko et al., 1983, Barbir et al., 1988, Bovet et al., 1989).  

 Τα αποτελέσµατα µας είναι αντίστοιχα µε παλαιότερων αναφορών. Οι 

ασθενείς µε µετάλλαξη στον LDLR σε σχέση µε ασθενείς χωρίς µετάλλαξη έχουν 

αυξηµένα επίπεδα TC, LDL-C και Apo-B και χαµηλότερα επίπεδα HDL-C (Van Gaal 

et al., 2001). Ανάλογα ευρήµατα παρουσιάζονται και από τους Yu et al. όπου οι 

ασθενείς µε µετάλλαξη στον LDLR εµφανίζουν υψηλότερα επίπεδα TC και LDL-C 

καθώς και υψηλότερή συχνότητα εµφάνισης CAD, σε σχέση µε τους ασθενείς στους 

οποίους δεν έχει βρεθεί µετάλλαξη (Yu et al., 2002). Σε µια πρόσφατη µελέτη, η 

επιβεβαίωση της FH µε γενετική διάγνωση συσχετίστηκε µε υψηλότερα επίπεδα CAD 

και θετικό τεστ κοπώσεως (Descamps et al., 2003). Συνακόλουθα, παρά τον όµοιο 

φαινότυπο, οι ασθενείς που φέρουν µετάλλαξη στον LDLR είναι πιθανό να έχουν 

υψηλότερο καρδιαγγειακό κίνδυνο σε σχέση µε εκείνους χωρίς µετάλλαξη 

(Descamps et al., 2003). Κάτι τέτοιο, υποδεικνύει ότι εκτός από τις µεταλλάξεις στον 

LDLR, είναι πιθανό µεταλλάξεις σε άλλα γονίδια να προκαλούν FH µε ηπιότερο 

φαινότυπο. 
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 Πέρα από την επίδραση που έχουν οι µεταλλάξεις στο φαινότυπο της FH 

φαίνεται  σε κάποιες περιπτώσεις να επηρεάζουν και την ανταπόκριση στη θεραπεία. 

Μέχρι σήµερα έχουν πραγµατοποιηθεί δώδεκα µελέτες για τη συσχέτιση των 

µεταλλάξεων στο γονίδιο του LDLR µε την ανταπόκριση στη θεραπεία µε στατίνες, 

καθώς ένα από τα ερωτήµατα που προκύπτουν είναι εάν ο µηχανισµός δράσης των 

στατινών επηρεάζεται όχι µόνο από την ύπαρξη µεταλλάξεων στον LDLR αλλά και 

από το είδος της µετάλλαξης (Choumerianou and Dedoussis, 2005). 

 Επτά από αυτές έδειξαν ότι η δράση των στατινών στη µείωση της LDL-C 

επηρεάζεται από το γονότυπο του LDLR (Ηeath et al., 2004, Leitersdorf et al., 1993, 

Vohl et al., 2002,  Couture et al., 1998, Chaves et al., 2001, Jeenah et al. 1993, 

Kajinami et al. 1998). Οι υπόλοιπες 5 δεν έδειξαν καµία συσχέτιση µεταξύ της 

ανταπόκρισης στη θεραπεία και του γονότυπου (Broholt-Petersen et al., 2001, 

Sijbrands et al., 1998, Sun et al., 1998, Vuorio et al., 1995, Leren et al., 1995) 

(Πίνακας 4.1). Η παρουσία πάνω από 900 µεταλλάξεων στοv LDLR καθιστά 

δύσκολη την πραγµατοποίηση µελετών µε πολλούς συµµετέχοντες οι οποίοι θα 

οµαδοποιούνται µε βάση τον γονότυπο του LDLR, εποµένως ο ακριβής µηχανισµός 

αλληλεπίδρασης γονότυπου-στατίνης παραµένει άγνωστος. Στην παρούσα µελέτη αν 

και υπήρχαν διαθέσιµα τα επίπεδα λιπιδίων, µετά από κάθε επίσκεψη των ασθενών 

στη Μονάδα Λιπιδίων, δεν έγινε συσχέτιση του είδους της µετάλλαξης µε την 

ανταπόκριση στη θεραπεία γιατί η µελέτη δεν σχεδιάστηκε για το σκοπό αυτό και οι 

ασθενείς ακολούθησαν διαφορετικές φαρµακευτικές αγωγές.  

 Χαρακτηριστική ήταν επίσης και η επίδραση που παρατηρήσαµε να έχει η 

πρωτοαναφερόµενη µετάλλαξη -45delT (FH Pyrgos), στα επίπεδα λιπιδίων 

(Dedoussis et al., 2003). Μέχρι σήµερα έχουν βρεθεί 9 µεταλλάξεις στον υποκινητή 

του LDLR µεταξύ των οποίων και η -45delT. Μετά από ανάλυση σε όλα τα εξόνια του 

LDLR διαπιστώθηκε ότι αυτή ήταν η µόνη µετάλλαξη που υπήρχε στη συγκεκριµένη 

οικογένεια από τον Πύργο. 

 Το ερώτηµα που µας απασχόλησε αρχικά ήταν αν η FH στη συγκεκριµένη 

οικογένεια οφειλόταν στη µετάλλαξη -45delT. Για να επιβεβαιωθεί ότι η ίδια 

µετάλλαξη δεν ήταν παρούσα σε φυσιολογικά άτοµα, όπως προτείνεται για την 

επιβεβαίωση της παθογένειας νέων µεταλλάξεων (Cotton και Scriver, 1998), έγινε 

γενετική ανάλυση σε 200 φυσιολογικούς µάρτυρες από τους οποίους κανείς δεν ήταν 

φορέας της. Ακολούθησαν πειράµατα έκφρασης και λειτουργικότητας του LDL-R, σε 

δείγµατα από την οικογένεια σε σύγκριση µε φυσιολογικούς µάρτυρες. Πειράµατα 

επιµόλυνσης µε πλασµίδιο που περιείχε τη µεταλλαγµένη αλληλουχία του υποκινητή 

και γονίδιο αναφοράς (λουσιφεράση) έδειξαν ότι η µετάλλαξη µειώνει τη µεταγραφική 

δραστηριότητα του υποκινητή, κάτι που επιβεβαιώνεται και από τα αποτελέσµατα 
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ποσοτικοποίησης του mRNA για τον LDL-R στην ασθενή σε σύγκριση µε 

φυσιολογικό µάρτυρα. 

 Η µετάλλαξη -45delT βρίσκεται στην επαναλαµβανόµενη περιοχή 3 του 

υποκινητή του LDLR, όπου έχουν βρεθεί 5 µεταλλάξεις (Koivisto et al., 1994, Sun et 

al., 1995, Mozas et al., 2002). H επαναλαµβανόµενη περιοχή 3 του υποκινητή του 

LDLR είναι το σηµείο πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 και καθώς είναι 

ο µόνος µεταγραφικός παράγοντας που προσδένεται στην περιοχή, υποθέτουµε ότι 

η ύπαρξη της µετάλλαξης επηρεάζει την πρόσδεση του (Südhoff  et al., 1987, Chang 

et al., 1996).  

 Από τις 4 µεταλλάξεις που έχουν βρεθεί στην επαναλαµβανόµενη περιοχή 3 

του υποκινητή του LDLR έχουν γίνει πειράµατα µελέτης της πρόσδεσης του Sp1 για 

τις δύο, στις θέσεις -45 και -43.  Η µετάλλαξη στη θέση -43 καταργεί την ικανότητα 

πρόσδεσης του υποκινητή στον Sp1 µειώνοντας τη δραστηριότητα του στο 5% σε 

σχέση µε τον φυσιολογικό υποκινητή (Koivisto et al., 1994) ενώ η ικανότητα 

πρόσδεσης του υποκινητή µε την µετάλλαξη -45 Τ>C στον Sp1 είναι 20% του 

φυσιολογικού (Sun et al., 1995). Οι ετεροζυγώτες ασθενείς που έφεραν τη µετάλλαξη 

-43 είχαν υψηλότερα επίπεδα TC σε σχέση µε τον φορέα της µετάλλαξης -45 Τ>C. Η 

διαφορά στα επίπεδα της TC µπορεί να εξηγηθεί από τη µειωµένη ικανότητα 

πρόσδεσης του Sp1 στον υποκινητή, όταν υπάρχει η µετάλλαξη στη θέση -43, κάτι 

που οδηγεί σε µειωµένη µεταγραφή του LDLR.  

 Σε συνδυασµό µε την επαναλαµβανόµενη περιοχή 2, η επαναλαµβανόµενη 

περιοχή 3 ελέγχει την έκφραση του LDLR ρυθµιζόµενη από τις στερόλες (Sanchez et 

al., 1995). Πειράµατα µε γονίδια αναφοράς έδειξαν ότι ο υποκινητής µε τη µετάλλαξη 

-49 C>T και υποκινητής φυσικού τύπου είχαν την ίδια µεταγραφική δραστηριότητα σε 

καλλιέργειες απουσία ορού. Από τα παραπάνω φαίνεται ότι το µεταλλαγµένο 

αλληλόµορφο έχει την ικανότητα “ανταπόκρισης” στα χαµηλά επίπεδα χοληστερόλης. 

Αυτά τα δεδοµένα µπορούν να ερµηνεύσουν την καλή ανταπόκριση των µελών της 

οικογένειας µε τη µετάλλαξη -49 T>C στη διαιτητική και φαρµακευτική αγωγή (Μozas 

et al., 2001). Στη δική µας µελέτη, τα ανασυνδυασµένα  πλασµίδια µε υποκινητή  µε  

τη µετάλλαξη -45delT παρουσίασαν απώλεια στη ρύθµιση από στερόλες σε σχέση µε 

τα πλασµίδια µε υποκινητή φυσικού τύπου ή µε πλασµίδια µε υποκινητή αλληλουχίας 

-45 T>C (Dedoussis et al., 2003).   

 Σηµαντική µείωση της ικανότητας πρόσδεσης του LDL-R κατά 76% 

παρατηρήσαµε στην ασθενή µε την µετάλλαξη -45delT σε µονοπύρηνα µετά από 

επώαση µε DiI-LDL. Παρά το ότι η αδερφή της ασθενούς είχε φυσιολογικό φαινότυπο 

και δεν ήταν φορέας της συγκεκριµένης µετάλλαξης, η µείωση της ικανότητας 

πρόσδεσης του LDL-R σε αντίστοιχο πείραµα ήταν 44% (Dedoussis et al., 2003). 
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Στην περίπτωση της άλλοι γενετικοί παράγοντες ή συνδυασµός τους (απλότυπος) 

µπορεί να επηρεάζουν την λειτουργικότητα του LDL-R.  

Πίνακας 4.1. Μελέτες που έγιναν για την αξιολόγηση της επίδρασης του γονότυπου στον 

LDLR στην ανταπόκριση στη θεραπεία µε στατίνη (Choumerianou and Dedoussis, 2005). 

Οµάδα Αριθµός 
Ασθενών 

Στατίνη 
 (∆όση  mg) 

Εθνικότητα Αποτελέσµατα 

Leitersdorf et al., 

1993 

64 Φλουβαστατίνη 

(40) 

Καυκάσιοι Οι φορείς της µετάλλαξης Lebanese 

(αρνητικού) είχαν καλύτερη ανταπόκριση σε 

σύγκριση µε τους φορείς των Sephardic  

και Lithuanian (ελαττωµατικού). 

Broholt-Petersen et 

al., 2001 

58 Φλουβαστατίνη 

(40) 

Καυκάσιοι ∆εν υπήρχαν διαφορές µεταξύ φορέων 

µεταλλάξεων ελαττωµατικού σε σύγκριση 

µε αρνητικού  υποδοχέα.  

Sijbrands et al., 

1998 

27 Σιµβαστατίνη 

(20) 

Καυκάσιοι ∆εν υπήρχαν διαφορές µεταξύ φορέων 

µεταλλάξεων ελαττωµατικού σε σύγκριση 

µε αρνητικού  υποδοχέα. 

Vohl et al., 2002 63 Σιµβαστατίνη 

(20) 

Καυκάσιοι Oι φορείς µεταλλάξεων αρνητικού είχαν 

καλύτερη ανταπόκριση σε σχέση µε τους 

ελαττωµατικού υποδοχέα . 

Couture et al., 

1998 

63 Σιµβαστατίνη 

(20) 

Καυκάσιοι Oι φορείς µεταλλάξεων αρνητικού είχαν 

καλύτερη ανταπόκριση σε σχέση µε τους 

ελαττωµατικού  υποδοχέα . 

Chaves et al., 2001  42 Σιµβαστατίνη 

(20) 

Σιµβαστατίνη 

(10, 20 και 40) 

Καυκάσιοι 

Ασιάτες Οι φορείς της FH Kanazawa-2 carriers 

(ελαττωµατικού) είχαν καλύτερη 

ανταπόκριση από τους φορείς FH Tonami-1 

(αρνητικού). 

Καυκάσιοι Oι φορείς µεταλλάξεων ελαττωµατικού 

είχαν καλύτερη ανταπόκριση σε σχέση µε 

τους αρνητικού υποδοχέα . 

Jeenah et al., 1993 20 Σιµβαστατίνη 

(40) 

Αφρικανοί Φορείς της Africaner-2 (αρνητικού) είχαν 

καλύτερη ανταπόκριση σε σχέση µε της 

Africaner-1 (ελαττωµατικού). 

Sun et al., 1998 42 Σιµβαστατίνη 

(40) 

Καυκάσιοι ∆εν υπήρχαν διαφορές µεταξύ φορέων 

µεταλλάξεων ελαττωµατικού σε σύγκριση 

µε αρνητικού  υποδοχέα. 

Heath et al., 1999 109 Οι φορείς ελαφριάς µετάλλαξης 

ανταποκρίθηκαν καλύτερα στα 40 mg από 

τους φορείς βαριάς. Στις άλλες δόσεις δεν 

υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

Vuorio et al., 1995 149 Λοβαστατίνη (40 

και 80) 

Καυκάσιοι Οι φορείς FH Helsinki και FH North Karelia 

είχαν όµοια ανταπόκριση. 

Leren et al., 1995 58 Λοβαστατίνη (80) Καυκάσιοι Φορείς χαρακτηρισµένων µεταλλάξεων 

είχαν όµοια ανταπόκριση µε τους µη 

χαρακτηρισµένους. 

Kajinami et al., 

1998 

12 Πραβαστατίνη 

(20) 

Χολεστηραµίνη 

 

 Ακόµη και διατροφικοί παράγοντες επηρεάζουν τη συγκέντρωση της LDL-C 

πχ. η πρόσληψη αλκοόλ καθυστερεί τον µεταβολισµό της οδηγώντας σε µειωµένη 
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σύνθεση LDL (Τaskinen et al., 1987). Οι διαφορετικές διατροφικές συνήθειες πριν τη 

διάγνωση, του πατέρα, κάτοικου της επαρχίας και των παιδιών κατοίκων Αθήνας, 

µπορούν να δικαιολογήσουν τον ήπιο φαινότυπο  του πρώτου (Dedoussis et al., 

2003, Ηill et al., 1991). Παρ’ όλα αυτά τα in vitro λειτουργικά πειράµατα 

υποστηρίζουν ότι η µετάλλαξη -45delT στον υποκινητή του LDLR είναι το αίτιο της 

νόσου στην οικογένεια που µελετήθηκε (Dedoussis et al., 2003). 

 

 

4.3 Άλλοι γενετικοί παράγοντες που επηρεάζουν τον φαινότυπο της FH  
 ‘Όπως προαναφέρθηκε, σε πολλές περιπτώσεις τα επίπεδα λιπιδίων 

διαφέρουν κατά πολύ όχι µόνο µεταξύ ασθενών που φέρουν µετάλλαξη διαφορετικού 

τύπου στον LDLR αλλά ακόµη και µεταξύ ασθενών που φέρουν την ίδια µετάλλαξη 

(Μoorjani et al., 2003). Σε αυτές τις περιπτώσεις ενισχύεται η υπόθεση ότι και άλλοι 

γενετικοί παράγοντες συµµετέχουν στον προσδιορισµό του φαινότυπου της FH. Η 

υπόθεση αυτή µας οδήγησε στην ανάλυση κάποιων περαιτέρω γονιδίων στους 

ασθενείς µε FH. Τα γονίδια που επιλέχθηκαν κωδικοποιούν πρωτεΐνες που 

εµπλέκονται στην ανάπτυξη της CAD, διαµέσου της συνάθροισης, της έκκρισης, τον 

καταβολισµό των λιποπρωτεϊνών, της ενδοθηλιακής λειτουργίας και της θρόµβωσης.  

 Αρχικά προσδιορίσαµε το γονότυπο της ApoE και µελετήσαµε την επίδραση 

του στην κλινική εκδήλωση της FH. Οι συχνότητες των αλληλοµόρφων της ApoE 

ποικίλουν από χώρα σε χώρα (Ηoward et al., 1998, Hallman et al., 1991, Ellsworth et 

al., 1999). Πιο συγκεκριµένα, η συχνότητα του αλληλοµόρφου Ε4 κυµαίνεται από 

0.20 στη Σουηδία έως 0.07 στην Ιταλία και 0.05 στην Ελλάδα (Τiret et al., 1994a, 

Kauma et al., 1998, Paschos et al., 2005). Από την παρούσα µελέτη και για το 

συγκεκριµένο πληθυσµό οι συχνότητες που προκύπτουν για τα τρία αλληλόµορφα 

E2, E3, E4 είναι 0.06, 0.86 και 0.09, αντίστοιχα (Pitsavos et al., 2005). 

 Στον πληθυσµό που µελετήθηκε, δεν βρέθηκε καµία συσχέτιση του 

αλληλοµόρφου E4 µε τα επίπεδα λιπιδίων αλλά ούτε και µε την εµφάνιση CAD. Η 

µικρή ή καµία συσχέτιση του γονότυπου ApoE µε τα επίπεδα λιπιδίων ή την 

εµφάνιση της CAD που παρατηρείται στους ασθενείς µε FH µπορεί να οφείλεται στην 

ύπαρξη και στο είδος των µεταλλάξεων του LDLR. Είναι πιθανό στους ασθενείς µε 

µετάλλαξη στον LDLR,  η επίδραση του γονότυπου της ApoE να υποβαθµίζεται 

(Pitsavos et al., 2005). 

 Το αλληλόµορφό Ε4 έχει συσχετιστεί µε αυξηµένα επίπεδα TC και LDL-C, όχι 

µόνο στο γενικό πληθυσµό (Howard et al., 1998, Hallman et al., 1991, Davignon et 

al., 1988, Wilson et al., 1994, Wilson et al., 1996) αλλά και στους ασθενείς µε FΗ 

(Bertolini et al., 2004, Wiegman et al., 2003). Στο γενικό πληθυσµό, 8-11% της 
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διακύµανσης στη συγκέντρωση της LDL-C αποδίδεται στο γονότυπο της ApoΕ 

(Humphries et al., 2001). Υπάρχουν όµως µελέτες σε ασθενείς µε FΗ που δεν 

δείχνουν καµία συσχέτιση µεταξύ του γονότυπου της ApoΕ και των επίπεδων των 

λιπιδίων (Mozas et al., 2003, Vuorio et al., 1997, Carmena- Ramon et al., 2000). 

Επιπλέον, κάποιες έρευνες συσχετίζουν τα αλληλόµορφα E4 και E2 µε την CAD 

(Vuorio et al., 1997, Hixson, 1991), ενώ άλλες δεν δείχνουν καµία συσχέτιση 

(Ferrieres et al., 1995, Bertolini et al., 2000).  

 Κλινικές µελέτες έχουν δείξει ότι τα επίπεδα της Αpo-E είναι υψηλότερα σε 

άτοµα που φέρουν το Ε2 αλληλόµορφο, ενδιάµεσα σε αυτούς µε το Ε3, και 

χαµηλότερα σε εκείνους µε το Ε4 (Bowerwinkle et al., 1988, Stuyt et al., 1991, Reily 

et al., 1991).  Το αλληλόµορφο Ε4 σχετίζεται µε αυξηµένη παραγωγή και µειωµένο 

καταβολισµό των λιποπρωτεϊνών σε σχέση µε το Ε3 (Davignon et al., 1988). 

Αντίθετα, η ύπαρξη του αλληλοµόρφου Ε2 σχετίζεται µε µειωµένη παραγωγή LDL, 

και αυξηµένο καταβολισµό, µε αποτέλεσµα τη µείωση της  LDL-C. Παρ’ όλα αυτά το 

αλληλόµορφο Ε2 σχετίζεται µε υπερτριγλυκεριναιµία (Wilson et al., 1994), κάτι που 

µπορεί να εξηγήσει τη συσχέτιση του σε κάποιες µελέτες µε τον αυξηµένο κίνδυνο 

CAD. 

 Παρά το γεγονός ότι η Apo-E εµπλέκεται σε πολλά στάδια του µεταβολισµού 

των λιπιδίων όπως τη συγκέντρωση χοληστερόλης στα µακροφάγα ή την αντίστροφη 

µεταφορά της, ο µηχανισµός µε τον οποίο η Ε4 ισοµορφή σχετίζεται µε αυξηµένο 

κίνδυνο CAD δεν έχει διευκρινιστεί. Στη µελέτη των Wilson et al. φαίνεται ότι ο 

αυξηµένος κίνδυνος για την εµφάνιση CAD, όταν υπάρχει το Ε4, παραµένει ακόµη 

και µετά από διόρθωση για κλασσικούς παράγοντες κινδύνου όπως φύλο και ηλικία, 

που σηµαίνει ότι ο γονότυπος µπορεί να σχετίζεται µε τον τύπο των λιποπρωτεϊνών 

(ποιότητα) και όχι µε τη συγκέντρωσή τους (ποσότητα) (Wilson et al., 1996).  

 Από τις πρώτες προσεγγίσεις στην έρευνα των λιποπρωτεϊνών, τόσο στο 

γενικό πληθυσµό όσο και σε οµάδες ασθενών όπως οι FH, είναι ο εντοπισµός 

γενετικών παραλλαγών στα γονίδια που σχετίζονται µε τη ρύθµισή τους, και ο 

καθορισµός τους ως γενετικών δεικτών στον προσδιορισµό των λιπιδίων. 

 Η Apo-B, παίζει βασικό ρόλο στο µεταβολισµό των λιποπρωτεϊνών. ∆ιάφοροι 

παράγοντες, µεταβολικοί, διαιτητικοί και ορµονικοί επηρεάζουν τη βιοσύνθεσή της. H 

έκφραση του  γονιδίου ApoB είναι χαρακτηριστικό ορισµένων ιστών όπως του 

ηπατικού και του λεπτού εντέρου. Επιπλέον, τα επίπεδα του mRNA της Apo-B σε µια 

κυτταρική καλλιέργεια διατηρούνται σταθερά σε διαφορετικές µεταβολικές 

καταστάσεις, κάτι που δείχνει ότι η µεταγραφή του γονιδίου είναι αυστηρά 

ρυθµιζόµενη (Jeerooburkhan et al., 2001). Η µεταµεταγραφική τροποποίηση του 

mRNA, οδηγεί στη µετάφραση δύο µορίων, ενός άθικτου  και ενός απαλειµµένου, τα 
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οποία αποδίδουν την Apo-B-100 και την Apo-B-48 αντίστοιχα (Jeerooburkhan et al., 

2001). Η ποσότητα της Apo-B που παράγεται υπερβαίνει κατά πολύ την ποσότητα 

που εκκρίνεται και η έκφραση της Apo-B ρυθµίζεται µεταµεταφραστικά στα στάδια 

της µετατόπισης της από τη µεµβράνη του ενδοπλασµατικού δικτύου στον αυλό και 

στην αποικοδόµησή της. Οι λιποπρωτεΐνες Apo-B-100 έχουν µεγαλύτερη τάση να 

γίνονται αθηρωµατικές σε σχέση µε τις Apo-B-48 και θεωρούνται παράγοντας 

κινδύνου για την ανάπτυξη πρόωρης αθηροσκλήρυνσης (Greeve et al., 1993). Οι 

ασθενείς µε FH φαίνεται να έχουν αυξηµένη σύνθεση λιποπρωτεϊνών που περιέχουν 

Apo-B (Guo et al., 2005). 

 Η Apo-B-100 αποτελεί διαγνωστικό εργαλείο για την CAD και τα αυξηµένα 

επίπεδα της είναι χαρακτηριστικό µερικών µορφών υπερλιπιδαιµίας. Πέρα από το 

γονίδιο ApoB και τις µεταλλάξεις που υπάρχουν σε αυτό, φαίνεται πως και άλλα 

γονίδια επηρεάζουν τα επίπεδα της συγκεκριµένης απολιποπρωτεΐνης στο πλάσµα 

ασθενών µε FH.  

 Για την ανάλυση των πολυµορφισµών  PON-2 Ser311Cys, LPL Asn291Ser, 

PAI-1 T11053G, FGB G-455A και NOS A-922G και την εκτίµηση της επίδρασής τους 

στα επίπεδα λιπιδίων και πιο συγκεκριµένα της Apo-B επιλέχθηκαν τυχαία 84 

ετεροζυγώτες ασθενείς µε FH. Λόγω του µικρού αριθµού των ατόµων που 

αναλύθηκαν δεν ήταν δυνατή η δηµιουργία απλοτύπων, γι΄ αυτό η επίδραση κάθε 

πολυµορφισµού µελετήθηκε ως ανεξάρτητος από τους άλλους παράγοντας.   

 Το γονίδιο PON-2 είναι ένα σηµαντικό γονίδιο προς µελέτη, για τη συµβολή 

του στη δηµιουργία της αθηροσκλήρυνσης. Εκφράζεται σε όλα τα ενδοθηλιακά και 

αγγειακά κυτταρικά τοιχώµατα όπου ασκεί αντιοξειδωτική δράση µέσω της 

υδρόλυσης των υπεροξειδίων που σχηµατίζονται στην LDL (Ng et al., 2001). 

Αναλύοντας το γονίδιο αυτό για τον πολυµορφισµό Ser311Cys, σε ασθενείς µε FH, 

βρήκαµε ότι επηρεάζει τα επίπεδα TC, LDL-C και Apo-B (Choumerianou et al., 2006). 

Τα αποτελέσµατα µας είναι σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες (Leus et al., 2001) 

όπου το αλληλόµορφο Cys έχει συσχετιστεί µε υψηλότερα επίπεδα TC, LDL-C και 

Apo-B. Στους ασθενείς που αναλύσαµε δεν βρήκαµε καµία συσχέτιση µε την CAD, 

ένα εύρηµα που δεν διαφέρει από των Leus et al. (Leus et al., 2001) οι οποίοι 

συσχέτισαν το αλληλόµορφο Cys µε προστατευτικές ιδιότητες κατά της CAD. Οι 

Saha et al. (Saha et al., 1991) αναφέρουν ότι τα άτοµα µε υψηλή δραστηριότητα 

PON έχουν αυξηµένα επίπεδα TG και HDL-C, ίσως λόγω της δράσης της PON, 

καθώς  το PO αδρανοποιεί την  LPL.   

 Η σχέση µεταξύ της PON και της LPL µπορεί να είναι η υδρόλυση κάποιου 

υποστρώµατος από την PON στο πλάσµα που να επηρεάζει την δράση της LPL άρα 

και το µεταβολισµό των λιπιδίων. Εναλλακτικά, η LPL µπορεί να είναι καθοριστικός 
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παράγοντας των επιπέδων της HDL, και επειδή η PON αποτελεί ένζυµο που υπάρχει 

στην HDL, η συγκέντρωση της PON στο πλάσµα να προσδιορίζεται έµµεσα από την  

LPL (Nevin et al., 1996). 

 Ο πολυµορφισµός LPL Asn291Ser φαίνεται να αποσταθεροποιεί τη 

δηµιουργία του οµοδιµερούς σύµπλοκου µε αποτέλεσµα τη µείωση της λιπολυτικής 

δραστηριότητας του ενζύµου (Fisher et al., 1997). Το αλληλόµορφο Ser στη θέση 

291 της LPL βρήκαµε µόνο σε τρεις ασθενείς οι οποίοι µάλιστα ήταν ετεροζυγώτες 

(Asn/Ser) (Choumerianou et al., 2006). Η συχνότητα του αλληλοµόρφου Ser (0.02) 

που παρατηρήσαµε ήταν πολύ χαµηλότερη σε σχέση µε αυτή που έχει 

προηγουµένως αναφερθεί (0.065) σε ασθενείς µε FH  (Wittekoek et al.,1998). Η 

διαφορά αυτή µπορεί να οφείλεται στη διαφορετική καταγωγή, των ατόµων.  

 Στην προσπάθεια συσχέτισης του πολυµορφισµού µε τα επίπεδα λιπιδίων, 

βρήκαµε ότι οι φορείς του πολυµορφισµού είχαν χαµηλότερα επίπεδα Apo-B σε 

σχέση µε τους οµοζυγώτες για το φυσιολογικό αλληλόµορφο (Choumerianou et al., 

2006). Οι Wittekoek et al. µελέτησαν τον ίδιο πολυµορφισµό σε 1045 ασθενείς µε FH. 

Αρχικά, χώρισαν το δείγµα σε δύο οµάδες µε βάση την ύπαρξη του πολυµορφισµού 

και στη συνέχεια σε τεταρτηµόρια για τα επίπεδα HDL-C και TG. Οι ετεροζυγώτες 

ήταν περισσότεροι στο τεταρτηµόριο µε τα χαµηλότερα επίπεδα HDL-C. H εµφάνιση 

της CAD ήταν σχεδόν δύο φορές συχνότερη στους ετεροζυγώτες σε σχέση µε 

εκείνους χωρίς τον πολυµορφισµό (Wittekoek et al., 1998). Στη µελέτη µας δεν 

βρέθηκε καµία συσχέτιση µεταξύ του πολυµορφισµού και των επιπέδων HDL-C και 

TG (Choumerianou et al., 2006). Σε µια άλλη µελέτη, οι ετεροζυγώτες είχαν αυξηµένα 

επίπεδα TG και µειωµένη HDL-C (Wittrup et al., 1999). Σε ανάλυση 72 ατόµων µε 

φυσιολογικά επίπεδα λιπιδίων δεν βρέθηκε καµία συσχέτιση µεταξύ του 

πολυµορφισµού και των επιπέδων Apo-B (Nevin et al., 1996). Σύγκριση µεταξύ 

υγιών µατρύρων και ασθενών µε πρόωρη CAD έδειξε ότι η ύπαρξη του 

πολυµορφισµού στους υγιείς οδηγεί σε µειωµένα επίπεδα HDL-C, ενώ η επίδραση 

στην οµάδα των ασθενών δεν ήταν στατιστικά σηµαντική (Blatter et al., 1993).  

 Ένας ακόµη πολυµορφισµός που βρέθηκε να επηρεάζει τα επίπεδα της Apo-

B είναι ο  PAI T11053G. Βρήκαµε ότι το αλληλόµορφο T  σχετίζεται µε υψηλότερα 

επίπεδα Apo-B (Choumerianou et al., 2006). Μέχρι σήµερα δεν υπάρχουν 

δηµοσιευµένες µελέτες που να συσχετίζουν την ύπαρξη του πολυµορφισµού µε τα 

επίπεδα λιπιδίων σε υγιή πληθυσµό αλλά ούτε και σε ασθενείς µε FH. Ο 

πολυµορφισµός -675 4G/5G στον υποκινητή του γονιδίου PAI-1 έχει µελετηθεί 

περισσότερο και το αλληλόµορφο 4G έχει συσχετιστεί µε υψηλή µεταγραφική 

δραστηριότητα και υψηλά επίπεδα ΡΑΙ-1 στο πλάσµα σε σχέση µε το 5G. Ο ίδιος 

πολυµορφισµός, και πιο συγκεκριµένα η οµοζυγωτία για το αλληλόµορφο 4G, 
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σχετίζεται επίσης µε αυξηµένα επίπεδα TG (Wittrup et al., 1999). Όσο για τη 

συγκέντρωση του PAI-1 στο πλάσµα, αποτελεί δείκτη καρδιακών επεισοδίων  σε 

ασθενείς µε σταθερή στηθάγχη (van Bockxmeer et al., 2001). Παρά το ότι ο PAI-1 

συντίθεται στους αγγειακούς ιστούς, στο ήπαρ και στο λιπώδη ιστό, ο µηχανισµός µε 

τον οποίο τα επίπεδα του αυξάνονται όταν υπάρχει CAD, δεν είναι γνωστός. Η 

συγκέντρωση του PAI-1 στο πλάσµα ρυθµίζεται από γενετικούς παράγοντες. Η 

σύνθεση, εποµένως και η συγκέντρωση, του PAI-1 καθορίζεται στο επίπεδο της 

µεταγραφής του γονιδίου, και οι διαφορές τους οφείλονται σε διαφορετικές µορφές 

του γονιδίου (Henry et al., 1998).  

 Τα επίπεδα ινωδογόνου στο πλάσµα σχετίζονται µε κλασσικούς παράγοντες 

κινδύνου  µεταξύ των οποίων η ηλικία, η φυσική δραστηριότητα, η υπέρταση και το 

κάπνισµα  (Panahloo et al., 1995). Επιπλέον, το ινωδογόνο συγκαταλέγεται στις 

πρωτεΐνες της οξείας φάσης του οποίου η ρύθµιση γίνεται µέσω της ενεργοποίησης 

των αποκρινόντων στοιχείων ΙL-6 που βρίσκονται στον υποκινητή και των τριών 

αλυσίδων ινοδωγόνου. Σε καταστάσεις όπως η µόλυνση από ιό, η φλεγµονή, τα 

τραύµατα και η καταστροφή των ιστών η συγκέντρωση του στο πλάσµα αυξάνεται 

έως και 5 φορές. Η αθηροσκλήρυνση παρουσιάζει οµοιότητες µε τη φλεγµονώδη 

απάντηση. Εποµένως η ίδια η αθηροσκλήρυνση από πολύ νωρίς µπορεί να 

οδηγήσει στη φλεγµονώδη απάντηση η οποία θα προκαλέσει αύξηση των πρωτεϊνών 

της οξείας φάσης και του ινωδογόνου. (Juhan-Vague et al., 1996).  

 Η ανάλυση που κάναµε για τον πολυµορφισµό G-455A στο γονίδιο FGB και η 

εκτίµηση της επίδρασής του στα επίπεδα λιπιδίων ασθενών µε FH, αποκαλύπτουν 

ότι τα άτοµα που φέρουν το αλληλόµορφο G είχαν υψηλότερα επίπεδα Apo-B 

(Choumerianou et al., 2006). Ο πολυµορφισµός σε προηγούµενες µελέτες έχει 

συσχετιστεί µόνο µε τα επίπεδα ινωδογόνου και όχι µε τα επίπεδα λιπιδίων. Όµως τα 

υψηλά επίπεδα ινωδογόνου αυξάνουν την προγνωστική ισχύ των υψηλών επιπέδων 

LDL-C. Η οµάδα των Lam et al., (Lam et al., 1999) βρήκε θετική συσχέτιση µεταξύ 

των επιπέδων ινωδογόνου και των επιπέδων TC και LDL-C και αρνητική συσχέτιση 

µε τα επίπεδα HDL-C, µετά από ανάλυση σε 2900 τυχαία επιλεγµένα άτοµα. Στις 

γυναίκες, το ινωδογόνο σχετίζεται θετικά µε τα επίπεδα TG (Henry et al. 1984).  

 Από τους πολυµορφισµούς στο FGB οι G-455A και G-854A είναι αυτοί που 

έχουν µεγαλύτερη επίδραση στη λειτουργικότητα του γονιδίου (Sakkinen et al., 2000, 

Lam et al. 1999). Τα αντίστοιχα αλληλόµορφα έχουν ικανότητα να προσδένονται σε 

πυρηνικές πρωτεΐνες και έτσι να αυξάνεται η έκφραση του. Μελέτες που έγιναν για 

την έκφραση του FGB, µε χρήση γονίδιων αναφοράς σε κύτταρα HepG2 έδειξαν ότι 

τα λιγότερο συχνά αλληλόµορφα -455A και -854A σχετίζονται µε αυξηµένη 

µεταγραφική δραστηριότητα (Sakkinen et al., 2000, Lam et al. 1999). Ο  γονότυπος -
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455AA εµφανίζεται σε ποσοστό 10-20% στον πληθυσµό και τα άτοµα αυτά έχουν 

αυξηµένα επίπεδα ινωδογόνου τουλάχιστον κατά 10% σε σχέση µε εκείνους που 

έχουν γονότυπο GG. Είναι πιθανό οι ασθενείς µε CAD που φέρουν το αλληλόµορφο 

A να έχουν γρήγορη εξέλιξη της νόσου, γιατί κατά τη διέγερση της οξείας φάσης τα 

επίπεδα ινωδογόνου αυξάνονται περισσότερο (Choumerianou et al., 2006).  

 Ένας ακόµη πολυµορφισµός που συσχετίσαµε µε τα επίπεδα της Apo-B ήταν 

ο A-922G στο γονίδιο NOS, ο οποίος δεν έχει µελετηθεί αρκετά µέχρι σήµερα. 

Αναλυτικότερα, οι φορείς του αλληλοµόρφου A παρουσίαζαν υψηλότερα επίπεδα 

Apo-B. Σε ασθενείς µε σπασµό της στεφανιαίας έχει γίνει ανάλυση για τους 

πολυµορφισµούς T-786C, A-922G και T-1486A. Αν και οι τρεις πολυµορφισµοί ήταν 

συνδεδεµένοι (linked) µεταξύ τους, µόνο ο T-786C συσχετίστηκε µε σπασµό της 

στεφανιαίας αρτηρίας. Πειράµατα µε χρήση λουσιφεράσης ως γονίδιο αναφοράς, 

έδειξαν ότι η τα αλληλόµορφα που περιείχαν τους τρεις παραπάνω πολυµορφισµούς 

είχαν µειωµένη µεταγραφική ικανότητα, σε σύγκριση µε µάρτυρες που είχαν τις 

φυσιολογικές αλληλουχίες. Επιπλέον πειράµατα, έδειξαν ότι ο πολυµορφισµός T-

786C µειώνει τη λειτουργικότητα του υποκινητή τουλάχιστον στο µισό, σε σχέση µε 

την φυσιολογική αλληλουχία, αντίθετα οι πολυµορφισµοί A-922G και T-1468A δεν 

είχαν καµία επίδραση (Koller et al., 1989). Σε δείγµα 2792 ανδρών από τη Μεγάλη 

Βρετανία, ο πολυµορφισµός A-922G δεν βρέθηκε να επηρεάζει τη συχνότητα 

εµφάνισης ισχαιµικών επεισοδίων αλλά ούτε και άλλους παράγοντες κινδύνου όπως 

το κάπνισµα και τα επίπεδα NO στο πλάσµα (Brown et al., 1998). Η πιο πρόσφατη 

αναφορά συσχετίζει τον πολυµορφισµό A-922G σε συνδυασµό µε τον  G894T και τον 

δείκτη ινσουλινοευαισθησίας (van’t Hoof et al., 1999).   

 Τα αποτελέσµατα της µελέτης για τους πολυµορφισµούς PON2 Ser311Cys, 

LPL Asn291Ser, PAI-1 T11053G, β FGG G-455A και NOS A-922G, δείχνουν ότι 

παρά τη µεγάλη επίδραση των µεταλλάξεων του LDLR στα επίπεδα της LDL-C, τα 

επίπεδα λιπιδίων και πιο συγκεκριµένα της Apo-B επηρεάζονται και από άλλα γονίδια 

(Choumerianou et al., 2006). Αν και η FH περιγράφεται ως µονογονιδιακή ασθένεια, 

τα παραπάνω αποτελέσµατα υπογραµµίζουν την πολλαπλή και πολύπλοκη 

αλληλεπίδραση γονιδίων στον προσδιορισµό του φαινότυπου σε ασθενείς µε FH. Οι 

γενετικές παραλλαγές των γονιδίων που οδηγούν σε τροποποιήσεις των πρωτεϊνών 

που κωδικοποιούν µπορεί να επηρεάζουν τη λειτουργικότητα τους in vivo και στη 

συνέχεια τον µεταβολισµό των λιποπρωτεϊνών και τη συγκέντρωσή τους στο 

πλάσµα. Εναλλακτικά, κάθε πολυµορφική περιοχή σε ένα τέτοιο γονίδιο µπορεί να 

συνδέεται (in linkage dissequilibrium) µε µια σοβαρή µετάλλαξη στο υποψήφιο 

γονίδιο (Choumerianou et al., 2006).  

 Το τελευταίο γονίδιο που επιλέξαµε να µελετήσουµε είναι το ANP, το οποίο 
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έχει µεγάλη επίδραση στην CAD (Levin et al., 1998, Kragelund et al., 2005). 

Αυξηµένα επίπεδα ANP έχουν παρατηρηθεί σε άτοµα µετά από εγκεφαλικό 

επεισόδιο (Estrada et al., 1994). Οι Kragelund et al., µελέτησαν τη σχέση µεταξύ των 

επιπέδων του αµινοτελικού προ-Β τύπου NP (NT-pro-BNP) και τη θνησιµότητα σε 

µεγάλο αριθµό ασθενών µε σταθερή CAD. Τα επίπεδα του NT-pro-BNP ήταν πολύ 

χαµηλότερα σε ασθενείς που επέζησαν σε σχέση µε εκείνους που απεβίωσαν, 

γεγονός που αποδίδει στο NT-pro-BNP χαρακτηριστικά ενός δείκτη που σχετίζεται µε 

την µακροχρόνια επιβίωση σε ασθενείς µε CAD (Kragelund et al., 2005). 

 H συχνότητα του πολυµορφισµού ANP G664A που βρήκαµε (0.04) είναι 

παρόµοια µε άλλων µελετών (Choumerianou et al., 2006) (Πίνακας 4.2). ∆εν 

βρήκαµε καµία συσχέτιση µεταξύ του πολυµορφισµού ANP G664A και της 

συχνότητας εµφάνισης CAD (Dedoussis et al., 2006). Ανάλογα αποτελέσµατα έχουν 

αναφερθεί σε Γιαπωνέζους, όπου δεν  βρέθηκε καµία συσχέτιση µεταξύ του G664A 

και της υπέρτασης (Κato et al., 1999) και τα εγκεφαλικά επεισόδια (Κato et al., 2001). 

Όµοια, σε Καυκάσιους, ο πολυµορφισµός δεν συσχετίστηκε µε εγκεφαλικά επεισόδια 

(Hassan et al., 2001). Αντίθετα, στη µελέτη Physician’s Health Study, αναφέρεται 

αύξηση της συχνότητας κατά δύο φορές εµφάνισης εγκεφαλικού, στους φορείς του 

πολυµορφισµού, ανεξάρτητα από την ύπαρξη υπέρτασης, παχυσαρκίας και διαβήτη 

(Rubattu et al., 2004).  

 H ίδια οµάδα των Rubattu et al., συσχέτισε την οµοζυγωτία για το 

αλληλόµορφο C στη θέση 2238 µε 4.5 φορές µεγαλύτερη συχνότητα εγκεφαλικού, σε 

δείγµα από τη Σαρδηνία (Rubattu et al., 1999, Rubattu et al., 2004). Ο ίδιος 

πολυµορφισµός T2238C συσχετίστηκε πρόσφατα µε ιστορικό MI και στεφανιαία 

αθηροσκλήρυνση σε Πολωνούς ασθενείς µε σταθερή CAD (Gruchala et al., 2003). 

Υψηλότερη συχνότητα του αλληλοµόρφου C αναφέρεται στην ίδια µελέτη (0.4) σε 

σχέση µε  την συχνότητα προκύπτει από τη δική µας µελέτη (0.16) (Dedoussis et al., 

2006). Όµοια συχνότητα µε αυτή των ασθενών µε FH προκύπτει από µελέτη σε υγιείς 

Ιταλούς (0.19) (Nannipieri et al., 2001). Oι συχνότητες του αλληλοµόρφου C σε 

µελέτη δείγµατος από τη Σαρδηνία είναι 0.2 σε ασθενείς που είχαν υποστεί 

εγκεφαλικό επεισόδιο και 0.15 σε υγιείς µάρτυρες. Οι διαφορές µπορεί να οφείλονται 

στα διαφορετικά κριτήρια επιλογής των συµµετεχόντων αλλά και στη διαφορετική 

καταγωγή τους (Βarley et al., 1991, Ramasawmy et al., 1992). 

Αν και στην παρούσα µελέτη ο πολυµορφισµός G664A δεν βρέθηκε να 

συνδέεται µε την CAD, βρήκαµε ότι οι ετεροζυγώτες παρουσίασαν χαµηλότερα 

επίπεδα Apo-AI και HDL-C (Dedoussis et al., 2006). H σχέση του ANP µε τα επίπεδα 

της Apo-AI και της HDL-C µελετήθηκε πρόσφατα (Μaioli et al., 2001). Οι ερευνητές 

υπέθεσαν ότι η διαφορική πρόσδεση των µικρών και µεσαίων σωµατιδίων HDL στο 
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ANP µπορεί να οδηγεί σε έκθεση µεγάλου αριθµού υδροφοβικών τµηµάτων στα 

µικρά σωµατίδια της HDL, λόγω της αποµάκρυνσης λιπιδίων κατά την αλλαγή της 

δοµής της (Μaioli et al., 2001). Τα χαµηλότερα επίπεδα LDL-C που παρατηρήθηκαν 

µπορούν να αποδοθούν στον τύπο της µετάλλαξης του LDLR καθώς ο τύπος της 

µετάλλαξης επηρεάζει σηµαντικά τα επίπεδα της LDL-C (Dedoussis et al., 2004). 

Επιπλέον, έχουν αναφερθεί και άλλα γονίδια που δεν µελετήθηκαν στην παρούσα 

µελέτη και συµµετέχουν στη µείωση των λιπιδίων στους ασθενείς µε FH (Carmena-

Ramon et al., 1998).  

 
 
Πίνακας 4.2. Σύνοψη µελετών που έχουν γίνει για τη συσχέτιση του πολυµορφισµού ANP 

G664A µε καρδιοεγκεφαλική νόσο. 

Αναφορά 
Rubattu et al., 

1999 
Kato et al., 2000 

Hassan et al., 
2001 

Kato et al., 2002 

Πληθυσµός Physician’s 

Health Study 

Άνδρες (λευκοί) 

 

348 ασθενείς µε 

εγκεφαλικό 

348 µάρτυρες 

Γιαπωνέζοι 

1ο: 179 υγιείς 

20 : 102 υγιείς  

30 panel: 255 

υπερτασικοί και 

225 φυσιολογικοί 

436 Καυκάσιοι µε 

ισχαιµική 

καρδιοεγκεφαλική 

νόσο και 295 

µάρτυρες 

Γιαπωνέζοι 

1ο: 270 άτοµα µε 

εγκεφαλικό και 350 

µάρτυρες 

2ο: 178 ασθενείς και 

163 µάρτυρες 

Συχνότητα 

αλληλοµόρφου 

Α: 

 

 

 

Αποτελέσµατα: 

 

 

Ασθενείς 11.6% 

Μάρτυρες 6.5%  

 

 

 

 

Συσχέτιση του 

αλληλοµόρφου A 

µε την εµφάνιση 

εγκεγφαλικού 

(OR=2.0, 95%CI 

1.17-3.19, 

p=0.01). 

στο 1ο: 9% 

 

 

 

 

 

2ο: καµία 

συσχέτιση µεταξύ 

πολυµορφισµού και  

επιπέδων ANP 

3Ο:  καµία 

συσχέτιση µεταξύ 

πολυµορφισµού και 

υπέρτασης. 

Ασθενείς 4.8%  

Μάρτυρες 4.9%  

 

 

 

 

Καµία συσχέτιση 

µεταξύ 

πολυµορφισµού 

και εγκεφαλικού 

επεισοδίου 

1ο: Ασθενείς 8.0% 

Μάρτυρες 8.9%  

2ο: Ασθενείς 6.8% - 

8.7%  

Μάρτυρες 11.7%  

 

Καµία συσχέτιση 

µεταξύ 

πολυµορφισµού  

και εγκεφαλικού 

επεισοδίου και στα 

2  δείγµατα 

 

 

4.4 Συµπεράσµατα 
 Από τη συζήτηση των ευρηµάτων αλλά και τη σύγκρισή τους µε τα 

υπάρχοντα δεδοµένα µέχρι σήµερα από άλλες µελέτες, προκύπτουν τα ακόλουθα 

συµπεράσµατα. 
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1. Ο Ελληνικός πληθυσµός είναι οµοιογενής ως προς τις µεταλλάξεις που 

εµφανίζονται στον LDLR και δεν παρουσιάζει µεταλλάξεις στο γονίδιο ApoB. Η 

FH στην Ελλάδα οφείλεται σε 17 µεταλλάξεις, λαµβάνοντας υπ΄ όψιν τις 

περιπτώσεις όπου ανιχνεύεται µετάλλαξη µε την παρούσα µεθοδολογία. Το 

γεγονός αυτό καθιστά ευκολότερη τη µελλοντική εφαρµογή γενετικής διάγνωσης. 

2. Οι συχνές µεταλλάξεις στον LDLR παρουσιάζουν γεωγραφική κατανοµή. 

Ειδικότερα, η V408M είναι πιο συχνή στην Κεντρική ∆υτική Ελλάδα και την 

περιοχή του Αγρινίου, και η µετάλλαξη C6W βρέθηκε σε ασθενείς που κατάγονται 

από την Κεντρική Ανατολική  Ελλάδα και τη περιοχή της Λαµίας. Σε πιθανή 

εφαρµογή γενετικής διάγνωσης µπορεί να λαµβάνεται υπ΄όψιν και η καταγωγή 

του ασθενούς. 

3. Μεταξύ των 17 µεταλλάξεων, υπάρχει µια πρωτοαναφερόµενη έλλειψη ενός 

νουκλεοτιδίου στον υποκινητή που µειώνει την έκφραση του LDLR σε 5% και τη 

λειτουργικότητα του κατά 76%. 

4. Οι φορείς µετάλλαξης αρνητικού υποδοχέα έχουν υψηλότερα επίπεδα TC και 

LDL-C και 6 φορές µεγαλύτερη συχνότητα εµφάνισης ξανθωµάτων. Η εµφάνιση 

CAD ήταν 2 φορές µεγαλύτερη στην οµάδα µε µετάλλαξη στον LDLR σε 

σύγκριση µε την οµάδα χωρίς µετάλλαξη. Τα ευρήµατα αυτά υποδηλώνουν ότι ο 

γονότυπος του LDLR επηρεάζει τον φαινότυπο της FH. 

5. Ο γονότυπος της ApoE, τουλάχιστον στον πληθυσµό που µελετήθηκε, δεν 

επηρεάζει τα επίπεδα λιπιδίων αλλά ούτε και τη συχνότητα εµφάνισης CAD. 

6. Οι πολυµορφισµοί Ser311Cys, Asn291Ser, T11053G, G-455A και A-922G στα 

γονίδια PON-2, LPL, PAI-1, FGB και NOS αντίστοιχα, επηρεάζουν τα επίπεδα της 

Apo-B. 

7. Ο πολυµορφισµός ANP G664A επηρεάζει τα επίπεδα της HDL-C και της Αpo-AΙ. 

 

 

4.5 Προτάσεις για µελλοντική έρευνα και εφαρµογές 
 Το γενετικό υπόβαθρο του LDLR στον ελληνικό πληθυσµό επιτρέπει την 

εφαρµογή γενετικής διάγνωσης. Εάν λάβουµε υπ’ όψιν ότι ο γονότυπος του LDLR 

επηρεάζει το φαινότυπο της FH και πιθανό και την ανταπόκριση στη θεραπεία, η 

γενετική διάγνωση όχι µόνο µπορεί να προσφέρει µια ξεκάθαρη εικόνα, ιδιαίτερα στις 

περιπτώσεις που τα κλινικά χαρακτηριστικά δεν είναι επαρκή, αλλά µπορεί να 

συµβάλλει στην έγκαιρη και αποτελεσµατικότερη θεραπευτική προσέγγιση.  

 Ένα από τα σηµαντικότερα θέµατα για την εφαρµογή της αλυσιδωτής 

γενετικής εξέτασης είναι η οικονοµική της κάλυψη. Παρά το ότι πρόσφατες µελέτες 
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έχουν δείξει τα οικονοµικά οφέλη που προκύπτουν από την έγκαιρη διάγνωση της FH 

(αποφυγή καρδιακών επεισοδίων από την έγκαιρη διάγνωση και έγκαιρη θεραπεία) 

τα οποία κυµαίνονται στο ίδιο ύψος µε άλλα διαγνωστικά προγράµµατα (πχ. 

µαστογραφία), η FH και η CAD δεν έχουν το ίδιο “προφίλ” µε τον καρκίνο (Μarks et 

al., 2002, Wondering et al., 2004) και προς το παρόν στην Ελλάδα τα έξοδα δεν 

καλύπτονται από το σύστηµα υγείας. H εφαρµογή της αλυσιδωτής γενετικής 

ανάλυσης απαιτεί υποδοµή που θα επιτρέπει όχι µόνο τον επαρκή εντοπισµό των 

οικογενειών αλλά και την κλινική υποστήριξή τους εφόσον είναι αναγκαία. Κάτι τέτοιο 

µπορεί να επιτευχθεί µε τη συνεργασία των ήδη υπαρχόντων λιπιδαιµικών κλινικών 

και γενετικών συµβούλων.  

 Η  διάγνωση της FH στον γενικό πληθυσµό προτείνεται να γίνεται αρχικά  µε 

βάση τα κλινικά χαρακτηριστικά (Μarks et al., 2000) και εκείνοι που έχουν τις 

µεγαλύτερες πιθανότητες να νοσήσουν να επιλέγονται για γενετική ανάλυση και να 

αποτελούν τη βάση για αλυσιδωτή γενετική εξέταση στις οικογένειες. Η αλυσιδωτή 

γενετική ανάλυση έχει πλεονεκτήµατα για την υγεία των συµµετεχόντων, έχει 

οικονοµικά οφέλη, χωρίς να προκαλεί ψυχολογικά και κοινωνικά προβλήµατα. Η 

πιθανότητα εύρεσης ετεροζυγωτών είναι 50% για κάθε συγγενή πρώτου βαθµού 

ατόµου στον οποίο ήδη έχει βρεθεί µετάλλαξη, ενώ όσο µειώνεται ο βαθµός 

συγγένειας το ποσοστό αυτό µικραίνει.  

 Γενικά, δεν υπάρχουν επαρκείς πληροφορίες για το αν τα γονίδια που 

µελετήθηκαν πέρα του LDLR, δρουν µεµονωµένα στη διαµόρφωση των επιπέδων 

λιπιδίων ή αν δρουν συνεργιστικά και παράλληλα ή ανεξάρτητα από άλλους 

κλασσικούς παράγοντες κινδύνου. Το ερώτηµα είναι τι συµβαίνει όταν ένα άτοµο έχει 

κληρονοµήσει ένα προστατευτικό αλληλόµορφό σε ένα γενετικό τόπο και ένα 

προδιαθεσικό αλληλόµορφο σε ένα άλλο. Έχουν αναφερθεί κάποια παραδείγµατα 

αλληλεπίδρασης γονιδίου-γονιδίου (Tiret et al., 1994b) οπότε θα ήταν σκόπιµο να 

γίνεται γενετική ανάλυση γι’ αυτούς τους συνδυασµούς (απλότυπους), εφόσον έχει 

δειχθεί ότι επηρεάζουν τα επίπεδα λιπιδίων σε µεγάλο βαθµό. 

 ∆ιαφορετικές µεταλλάξεις στον LDLR µπορεί να έχουν διαφορετική επίδραση 

στον φαινότυπο. Καθώς όµως συνεχώς αναπτύσσονται νέα διαγνωστικά µέσα 

µπορεί παράλληλα να αυξηθεί και η ακρίβεια µε την οποία προβλέπεται η 

προδιάθεση ενός ατόµου για την εµφάνιση CAD λόγω µεταλλάξεων στον LDLR. Τα 

επόµενα χρόνια αναµένεται να είναι διαθέσιµα τεχνικά µέσα (πχ. DHPLC) σε 

περισσότερα εργαστήρια που θα συµβάλλουν στην αύξηση της ευαισθησίας της αλλά 

και της ταχύτητας εύρεσης µετάλλαξης. Η µείωση του κόστους τεχνικών όπως η 

DHPLC (Gross et al., 1999, Jones et al., 1999) και οι µικροσυστοιχίες (Τang et al., 
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1999) και η εφαρµογή τους θα διευκολύνει την ανάλυση ολόκληρης της αλληλουχίας 

του LDLR σε κάθε περίπτωση.  

 Οι ασθενείς µε FH έχουν 9 φορές µεγαλύτερη πιθανότητα για να εµφανίσουν 

πρόωρη CAD (Scientific Steering Committee of the Simon Broome Register Group). 

Όπως φαίνεται υπάρχουν και άλλα γονίδια εκτός του LDLR και ΑpoB  που 

επηρεάζουν άµεσα την πιθανότητα αυτή  αλλά και διαµέσου της τροποποίησης των 

επιπέδων των λιπιδίων. Σε ερευνητικό επίπεδο, η µελέτη µεγάλου αριθµού 

οικογενειών θα βοηθήσει στο να προσδιοριστεί µε µεγαλύτερη ακρίβεια ο ρόλος 

άλλων γονιδίων στην εκδήλωση της νόσου. Επιπλέον, η δηµιουργία απλοτύπων 

µπορεί να διευκρινίσει µε ποιο τρόπο οι ασθενείς που φέρουν συγκεκριµένο τύπο 

µεταλλάξεων στον LDLR, σε συνδυασµό µε άλλους πολυµορφισµούς, 

ανταποκρίνονται διαφορετικά στη θεραπεία. 

 Εξάλλου, αναµένεται να γίνει εφικτή η θεραπεία της νόσου µε νέες µεθόδους. 

Αν και οι διαθέσιµες θεραπευτικές επιλογές είναι αποτελεσµατικές, σε πολλούς 

ασθενείς, κυρίως οµοζυγώτες, δεν επιτυγχάνονται τα προτεινόµενα επίπεδα λιπιδίων. 

Η γονιδιακή θεραπεία µπορεί να οπλίσει τους θεράποντες µε ένα δυνατό µέσο 

αντιµετώπισης της νόσου. Σε πειραµατικό επίπεδο, η γονιδιακή θεραπεία έχει ήδη 

εφαρµοστεί σε πέντε ασθενείς µε περιορισµένα αποτελέσµατα (Grossman et al., 

1995).  Υπάρχει προοπτική η µέθοδος αυτή να αποτελέσει ένα τρόπο θεραπείας στο 

µέλλον εφόσον ακολουθήσουν µελέτες που θα εξασφαλίσουν την ασφάλεια στην 

εφαρµογή της και τη µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητά της. Όπως κι αν έχει, για την 

εφαρµογή της γονιδιακής θεραπείας, είναι σηµαντική η γνώση των µεταλλάξεων 

στους διάφορους πληθυσµούς και σε κάθε ασθενή χωριστά, µπορεί να επιτευγχθεί 

µόνο µε την εφαρµογή γενετικής διάγνωσης. 

 Προς το παρόν εάν η διάγνωση της FH, που προκαλείται από µετάλλαξη στα 

γονίδια LDLR και ApoB, γίνεται µε µεθόδους µοριακής γενετικής είναι αναγκαία η 

ενηµέρωση των ατόµων που εξετάζονται, και η συνεχιζόµενη παρακολούθηση καθώς 

ένα αρνητικό αποτέλεσµα για µετάλλαξη δεν σηµαίνει απουσία µετάλλαξης 

γενικότερα, ούτε αποκλείει την πιθανότητα εµφάνισης CAD από άλλα αίτια. 

  Για το λόγο αυτό η φράση “θεραπεία στο φαινότυπο αλλά συµβουλευτική στο 

γονότυπο” (Humphries et al., 1997) είναι πολύ επίκαιρη, και δεν πρέπει να θεωρούµε 

ότι οι ασθενείς µε φαινότυπο FH και άγνωστο γονότυπο έχουν µειωµένο κίνδυνο για 

εµφάνιση CAD σε σχέση µε εκείνους που έχουν γνωστό γονότυπο, καθώς οι 

περισσότερες µελέτες νοσηρότητας και θνησιµότητας έχουν γίνει σε ασθενείς που 

εντοπίστηκαν µε βάση τα κλινικά και όχι τα γενετικά χαρακτηριστικά. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
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Παράρτηµα 1. Κανονισµοί  που τέθηκαν το 1968 από τον WHO για την 
εφαρµογή γενετικής ανάλυσης. 
 

1) Αποτελεί η ασθένεια ένα σοβαρό πρόβληµα υγείας; 

2) Υπάρχει ένα συγκεκριµένο χαρακτηριστικό κατά το στάδιο εµφάνισης 

συµπτωµάτων; 

3) Γνωρίζουµε τη φυσιολογική αιτιολογία της νόσου; 

4) Υπάρχει αποτελεσµατική θεραπεία για τους ασθενείς που γίνεται γενετική 

διάγνωση; 

5) Υπάρχει µια εξέταση που µπορεί να διαγνώσει την ασθένεια σε αρχικό 

στάδιο; 

6) Είναι αποδεκτή η εξέταση στον πληθυσµό; 

7) Υπάρχει συµφωνία σχετικά µε το ποιος είναι υπεύθυνος για την εφαρµογή της 

θεραπείας; 

8) Υπάρχει διαθέσιµος εξοπλισµός για την διάγνωση και θεραπεία; 

9) Η εύρεση περιπτώσεων δεικτών πρέπει να είναι συνεχιζόµενη. 

 

Το κόστος της εύρεσης ασθενών (συµπεριλαµβανοµένων της διάγνωσης και της 

θεραπείας) πρέπει να είναι σε ισορροπία µε τα έξοδα που θα χρειάζονταν για ιατρική 

νοσηλεία. 
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Παράρτηµα 2. Έγκριση Επιτροπής Βιοηθικής.  
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Παράρτηµα 2. Συµφωνητικό Εθελοντικής Συµµετοχής  
 

 

ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Παράρτηµα 3. Συµφωνητικό Εθελοντικής Συµµετοχής. 
 

ΤΜΗΜΑ ΕΠΙΣΤΗΜΗΣ ∆ΙΑΙΤΟΛΟΓΙΑΣ-∆ΙΑΤΡΟΦΗΣ 
 

 
ΣΥΜΦΩΝΗΤΙΚΟ ΕΘΕΛΟΝΤΙΚΗΣ ΣΥΜΜΕΤΟΧΗΣ 

 
 

ΕΓΩ,Ο/Η__________________________________________________________________
ΚΑΤΟΙΚΟΣ_______________________________________________________________ 
Τηλ_______________________________________________________________________ 
 
ΜΕ ΤΟ ΠΑΡΟΝ ΕΓΓΡΑΦΟ ΑΝΑΓΝΩΡΙΖΩ ΚΑΙ ΠΙΣΤΟΠΟΙΩ ΤΑ ΑΚΟΛΟΥΘΑ: 
 
 Με το παρόν έγγραφο δηλώνω την εθελοντική συµµετοχή µου στην 
ερευνητική µελέτη µε τίτλο «Aνίχνευση µεταλλάξεων και µελέτη του ρόλου γνωστών 
πολυµορφισµών γονιδίων στην οικογενή υπερχοληστερολαιµία- Συσχέτιση µεταλλάξεων µε 
ανταπόκριση σε θεραπεία µε στατίνη.» 
 
 

¾ 

¾ 

Επιστηµονικός υπεύθυνος του προγράµµατος είναι ο Επίκουρος καθηγητής. 
Γιώργος ∆εδούσης.  
  
Οι µετρήσεις στις οποίες θα συµµετάσχουν οι εθελοντές είναι οι ακόλουθες: 
 

Λήψη 3 ml αίµατος από κάθε συµµετέχοντα ανά 3 µήνες. 

Συµπλήρωση σύντοµου ερωτηµατολογίου που θα περιλαµβάνει: 

• ∆ηµογραφικά στοιχεία (όνοµα, ηλικία, φύλο). 

• Κατάσταση υγείας (ιατρικό ιστορικό). 

• ∆ιατροφική πρόσληψη – συχνότητα κατανάλωσης τροφίµων. 

• Καπνιστικές συνήθειες και κατανάλωση αλκοόλ. 

• Φυσική δραστηριότητα. 

• Μέτρηση ανθρωποµετρικών παραµέτρων (βάρος, ύψος). 
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ΣΥΝΟΨΗ     

 
Κατά την άποψή µου έχω λάβει επαρκή ενηµέρωση για: α) τη φύση, τη διάρκεια 

και το σκοπό της µελέτης, β) τα µέσα µε τα οποία θα διεξαχθεί η µελέτη. 

Εξουσιοδοτώ το Εργαστήριο Βιολογίας, του Χαροκόπειου Πανεπιστηµίου να 

αναλύσει τα προσωπικά µου στοιχεία. Η κάτωθι υπογραφή µου αποτελεί 

επιβεβαίωση της επαρκούς ενηµέρωσής µου για τις αρχές και τα 

πλεονεκτήµατα του προγράµµατος  

 
Κατανοώ τα παρακάτω, που αφορούν τη διαδικασία και τα αποτελέσµατα της 
ανάλυσης: 
 
1. Τα αποτελέσµατα των γενετικών αναλύσεων που θα προκύψουν αφορούν την 

συσχέτιση της γενετικής προδιάθεσης µε την οικογενή υπερχοληστερολαιµία. 
2. Από τη συσχέτιση των γενετικών δεικτών µε τη θεραπεία θα εκτιµηθεί η 

ανταπόκριση σε αυτή.   

∆ηλώνω ότι υπογράφω αυτό το Συµφωνητικό Συµµετοχής µε ελεύθερη βούληση 

 

 

3. Οποιαδήποτε πληροφορία που αφορά εµένα και τα αποτελέσµατα των εξετάσεων, 
τα οποία θα προκύψουν κατά τη διάρκεια της µελέτης, θα παραµείνουν απόρρητα 
και δε θα δηµοσιευτούν ονοµαστικά σε οποιαδήποτε δηµοσίευση ή ανακοίνωση 
προκύψει από τη συγκεκριµένη µελέτη. 

4. Εγώ, ο/η υπογραφόµενος/η, κατανοώ τις παραπάνω εξηγήσεις και δίνω τη 
συναίνεσή µου για την εθελοντική µου συµµετοχή µου στο πρόγραµµα αυτό. 

5. Η ηλικία µου είναι ____ ετών. Η ηµεροµηνία γέννησής µου είναι ___/___/19___. 
 

 
 
 Το παρόν υπογράφηκε υπό την παρουσία µου 
 
 
  Ο εθελοντής/ Η εθελόντρια   Ο ερευνητής 
 
 
 
   (όνοµα και υπογραφή)   (όνοµα και υπογραφή) 
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Παράρτηµα 4. Καρτέλα συµπλήρωσης στοιχείων ασθενούς. 

 ONOMA         
 ΕΠΩΝΥΜΟ 

ΦΥΛΟ     
ΤΗΛΕΦΩΝΟ  

    
 KΩ∆ΙΚΟΣ     
 ΗΜ. ΓΕΝΝΗΣΗΣ     
 CAD       
 ΞΑΝΘΩΜΑΤΑ     
 ΓΕΡΟΝΤΟΤΟΞΟ     
 ΥΠΕΡΤΑΣΗ      
 ΚΑΠΝΙΣΜΑ         

ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ 
       

 
ΒΑΡΟΣ (kg)     

 
ΥΨΟΣ (m)     

 
ΒΜΙ (kg/m2 )         

ΜΕΣΗ/ΓΛΟΥΤΟΙ   
 

      
 

TC mg/dL         
 

TG mg/dL         
 

HDL mg/dL         
 

LDL mg/dL         
 

Apo-AI mg/dL         
 

Apo-B mg/dL         
 

Lp (a) mg/dL         
 

ΦΑΡΜΑΚΟ mg         
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Παράρτηµα 5. Μάρτυρες νουκλεϊκών οξέων γνωστού µοριακού 
µεγέθους. 
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ  
ΣΗΜΕΙΩΜΑ 
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 

∆έσποινα  Χουµεριανού 
ΒΙΟΛΟΓΟΣ (BSc), ΙΑΤΡΙΚΗ ΓΕΝΕΤΙΚΗ (ΜSc) 

 

 

Όνοµα:    ∆έσποινα                                                   
Επίθετο:  Χουµεριανού                                                     
Ηµεροµηνία Γέννησης:   30/04/1979                             
Εθνικότητα: Ελληνική    
Τόπος Γέννησης: Ηράκλειο-Κρήτη      
Τηλέφωνο: (0030) 210 6756123 
                   (0030) 6936861299 
e-mail: dchoumerianou@hotmail.com 
            choumer@hua.gr  

 

 

ΕΚΠΑΙ∆ΕΥΣΗ 
 
9/2003-
Σήµερα         

Χαροκόπειο Πανεπιστήµιο. Τµήµα Επιστήµης ∆ιαιτολογίας-
∆ιατροφής. Αθήνα.  
Υποψήφια ∆ιδάκτωρ µε θέµα "Ανάλυση γενετικού υπόβαθρου σε 

ασθενείς µε οικογενή υπερχοληστερολαιµία. Συσχέτιση γονότυπου-

φαινότυπου". 

 
2001-2002    

Μεταπτυχιακό στην Ιατρική Γενετική (MSc) 

Aναγνώριση µεταπτυχιακού τίτλου σπουδών από το ∆ΙΚΑΤΣΑ 

6/2003. 

University of Glasgow, Πανεπιστήµιο Γλασκόβης.  
Ιατρική Σχολή, Τµήµα Ιατρικής Γενετικής. 

 
*Εργαστηριακή Πτυχιακή Εργασία: “Μελέτη διαφορικής έκφρασης 

του γονιδίου FBN1  σε ασθενή µε σύνδροµο Μάρφαν.” 

Πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Μοριακής Γενετικής του 

νοσοκοµείου Yorkhill της Γλασκόβης. 
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1997-2001 University of Glasgow, Πανεπιστήµιο Γλασκόβης.   
Πτυχίο στην Μοριακή και Κυτταρική Βιολογία (ΒSc with Honors) 
 

*Βεβαίωση παρακολούθησης µαθηµάτων ΙΤ (Tεχνολογίας 

Πληροφορικής). 

 

*Θεωρητική Πτυχιακή Εργασία: “HPV και καρκίνος της µήτρας.” 

 

*Εργαστηριακή Πτυχιακή Εργασία: “Κλωνοποίηση των γονιδίων Ε8-

src-GFP, δηµιουργία νέας πρωτεΐνης και εντοπισµός της σε 

ινοβλάστες µε µικροσκόπιο confocal.” 

Πραγµατοποιήθηκε στο Ινστιτούτο Βeatson της Γλασκόβης, για την 

έρευνα στον καρκίνο. 

 

Αναγνώριση και ισοτιµία τίτλου σπουδών από το ∆ΙΚΑΤΣΑ 12/2002. 

 

 

ΞΕΝΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ 
 
Αγγλικά   Οxford University First Certificate in English  

 

Γαλλικά DELF A1, A2, A3, A4   

 
 

ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ  
 
 
 
03/2004-
Σήµερα 

Χαροκόπειο Πανεπιστήµιο, Τµήµα Επιστήµης ∆ιαιτολογίας-
∆ιατροφής. Αθήνα.  
∆ιδάσκων Π∆407/80 για τα µαθήµατα ”Βιολογία Κυττάρου”, 

“Mοριακή Βιολογία και Γενετική” και ”Γενετική και ∆ιατροφή ”  
 

04/2004-
09/2005        

Συµµετοχή στο πρόγραµµα µε τίτλο “Ψευδάργυρος διατροφής, 

οξειδωτικό stress και ανοσοσγήρανση: βιοχηµική, γενετική τρόπος 

ζωής στην υγιή γήρανση-ZINCAGE”. 6ο Πρόγραµµα Πλαίσιο της 

Ευρωπαϊκής Ένωσης.  
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09/2003-
12/2003        

Συµµετοχή στο πρόγραµµα IKY/DA 2001 µε τίτλο “Ανάλυση 

µεταλλαγών στο γονίδιο του υποδοχέα της LDL σε Έλληνες και 

Γερµανούς µε οικογενή υπερχοληστερολαιµία. Γεωγραφική 

χαρτογράφηση στην Νότια Ελλάδα και στη Βόρεια Γερµανία”. 

30/11/2003-
4/12/2003   

Νοσοκοµείο Charite. Βερολίνο. Εργαστήριο Γαστρεντερολογίας 
Ηπατολογίας και Ενδοκρινολογίας.  
Ανάλυση µεταλλάξεων µε ανάγνωση πρωτοδιάταξης DNA 

(sequencing) στον υποδοχέα LDL σε Γερµανούς και Έλληνες 

ασθενείς µε οικογενή υπερχοληστερολαιµία στα πλαίσια του 

προγράµµατος IKY/DA 2001. 

 
07/2004-
08/2004 

Αθήνα 2004.  
Εθελόντρια στη διοργάνωση των Ολυµπιακών αγώνων Αθήνα 2004. 

03/1999–
04/1999        

 

 

 

10/2002-
01/2004        

Συµµετοχή σε πρόγραµµα ΠΑΒΕΤ 2000 της Γενικής Γραµµατείας 

Έρευνας και Τεχνολογίας  µε τίτλο "Προτύπωση µεθόδων για την 

ανάλυση καταγραφή & αποθήκευση γενετικών δεικτών σε  οικογενείς 

υπερλιπιδαιµίες". 

 

 

 
07/2001-
08/2001        

Ινστιτούτο Τεχνολογίας και Έρευνας, Ηράκλειο, Κρήτη. 
Τµήµα Μοριακής Βιολογίας. Εργαστήριο Χ. Σαββάκη.                           

Πρακτική σε τεχνικές µοριακής βιολογίας. 

 
Ιατρικό Κέντρο Κρήτης.  Εργαστήριο Μικροβιολογίας. Ηράκλειο, 
Κρήτη. 
Εισαγωγή σε τεχνικές βιοχηµικής ανάλυσης.  

ΓΝΩΣΕΙΣ ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΩΝ 
 
Χρήση προγραµµάτων office word, excel, power point. SPSS, MINITAB.  Χρήση 

βάσεων δεδοµένων όπως pubmed, athens, bids, edina. 
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ΤΕΧΝΟΓΝΩΣΙΑ 

 

 

ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ 

 
Τεχνικές µοριακής γενετικής: πλασµιδιακή κλωνοποίηση και χαρτογράφηση µε πέψη 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης, PCR, Long PCR και RT-PCR αποµόνωση DNA και 

RNA από διάφορους τύπους ιστών, ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος αγαρόζης και  

ακρυλαµίδης (MADGE), Southern Blot, DGGE, ELISA, DNA sequencing, 

αποµόνωση PBMC από αίµα, τροποποίηση λεµφοκυττάρων µε ιό Εpstein-Bar. 

 
 
09/2002        

03/2003        Πανελλήνιο Συνέδριο Αθηρωµατικής Πλάκας. 

05/2003        

 
 
 

3η ετήσια συνάντηση διαδυκτίου µυϊκής δυστροφίας. 

Western Infirmary. Glasgow. UK. 

 

Χαροκόπειο Πανεπιστήµιο. Αθήνα. 

 
European Human Genetics                                  

ΙCC.  Birmingham. UK. 

 

09/2004        Second “Biologie Prospective” Conference.  

From human genetic variations to prediction of risks and responses  

  to the environment. Santorini. Greece. 

ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΣΕ ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ 
 

1. Choumerianou, D.M., Dedoussis, G.V.Z., Pitsavos, C., Skoumas, J., 

Stafanadis, C., Toutouzas, P." Spectrum of mutations of the LDL-R gene in 

Greek patients with familial hypercholesterolemia." European Conference of 

Human Genetics May 2003. European Journal of Human Genetics. Vol 11. 
 

2. Despoina M. Choumerianou George V.Z Dedoussis, John Skoumas, 

Christos Pitsavos, Janine Genschel, Hartmut Schmidt and Christodoulos 

Stefanadis. "Homogenous Distribution of LDL-R Mutations Causing Familial 

, 
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Hypercholesterolemia in Greece". 74th European Atherosclerosis Society 

Congress April 2004. Atherosclerosis Sup. Vol 5. 

 

 

 

3. Christina Chrysohoou, George Dedoussis, Demosthenes Panagiotakos, 

Christos Pitsavos, Despoina Μ. Choumerianou, Antonis Zampelas,  

"Interaction of MTHFR C677T polymorphism and Mediterranean Diet: effect 

on homocysteine levels in healthy adults; the ATTICA Study". European 

Conference of Human Genetics April 2004.  

 

4. George V.Z Dedoussis, Demosthenes Panagiotakos, Christos Pitsavos, 

Christina Chrysohoou, MD, Despoina Μ. Choumerianou, Christodoulos 

Stefanadis. "Association of MTHFR C677T polymorphism and inflammatory 

markers, a risk factor for CHD; the ATTICA Study". European Conference of 

Human Genetics April 2004. 

 

5. George V.Z Dedoussis, Sandy Maumus, John Skoumas, Despoina M. 
Choumerianou, Christos Pitsavos, Christodoulos Stefanadis, Sophie 

Visvikis-Siest. “Polymorphism G664A of atrial natriuretic peptide is associated 

with lipid levels in familial hypercholesterolemia”. European Conference of 

Human Genetics May 2006. 

∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ∆ΙΕΘΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΙΚΑ 
 

1. Dedoussis GVZ, Pitsavos C, Kelberman D, Skoumas J, Prassa M, 

Choumerianou DΜ, Stefanadis C, Humphries SE,  Toutouzas P. FH Pyrgos: 

a novel mutation in the promoter (-45delT) of the low density lipoprotein 

receptor gene associated with Familial Hypercholesterolemia. Clinical 

Genetics. 2003; 64 (5): 414-19. 

 

2. Dedoussis GV, Skoumas J, Pitsavos C, Choumerianou DM, Genschel J, 

Schmidt H, Stefanadis C. FH clinical phenotype in Greek patients with 

defective versus negative mutations. European Journal of Clinical 

Investigation. 2004; 34 (6): 402-9 

 

 186



3. Dedousis, GVZ, Manios Y, Choumerianou DM, Yiannakouris N, Skenderi K, 

Zampelas A. The G-174C promoter polymorphism of the IL-6 gene in relation 

to health indices in a cohort of Greek primary school children. Obesity 

Research. 2004; 12 (7): 1037-41. 

 
4. Dedoussis GV, Panagiotakos DB, Chrysohoou C, Pitsavos C, Zampelas A, 

Choumerianou D, Stefanadis C. Effect of interaction between adherence to a 

Mediterranean diet and the methylenetetrahydrofolate reductase 677C T 

mutation on homocysteine concentrations in healthy adults: the ATTICA 

Study. American Journal of Clinical Nutrition. 2004; 80: 849-54. 

 

 

9. 

 
5. Dedoussis GVZ, Panagiotakos DB, Pitsavos C, Chrysohoou C, Skoumas J, 

Choumerianou D, Stefanadis C and The ATTICA Study Group. An 

association between the methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 

C677T mutation and inflammation markers related to cardiovascular disease. 

International Journal of Cardiology. 2005; 100: 409-14.   

6. Choumerianou DM, Dedoussis GVZ. Familial Hypercholesterolemia and 

Response to Statin Therapy According to LDLR Genetic Background. Clinical 

Chemistry and Laboratory Medicine. 2005; 43: 793-891. 

7. Pitsavos C, Choumerianou DM, Skoumas J, Maumus S, Stefanadis CS, 

Dedoussis GVZ, Visvikis-Siest S. Apolipoprotein E polymorphism is not 

associated with lipid levels and coronary artery disease in Greek patients with 

Familial Hypercholesterolemia. Clinical and Experimental Medicine. 2005; 

5(4): 196-201. 

 

8. Pitsavos C, Panagiotakos DB, Trichopoulou A, Chrysohoou C, Dedoussis G, 

Chloptsios Y, Choumerianou D, Stefanadis C. The interaction between 

Mediterranean Diet and Methylenetetrahydrofolate Reductase C677T 

mutation on oxidized Low Density Lipoprotein concentrations; the ATTICA 

Study. Nutrition Metabolism and Cardiovascular diseases. 2006; 16: 91-9. 

 

Dedoussis GVZ, Maumus S, Skoumas J, Choumerianou DM, Pitsavos C, 

Stefanadis C, Visvikis-Siest S. Natriuretic peptide Val7Met substitution and 

risk of coronary artery disease in Greek patients with Familial 
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Hypercholesterolemia. Journal of Laboratory and Clinical Medicine. 2006; 

20:1-7. 
 

 

10. Choumerianou DM, Maumus S, Skoumas J, Pitsavos C, Stefanadis C, 

Visvikis-Siest S, Dedoussis GVZ. Polymorphisms associated with 

Apolipoprotein B levels in Greek patients with Familial Hypercholesterolemia. 

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2006; Υπό ∆ηµοσίευση. 

 

11. Kolovou G, Dedoussis GVZ, Anagnostopoulou KK, Hatzigeorgiou G, 
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